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1.1 Leberversagen  
Das akute oder fulminante Leberversagen (ALV) ist mit jährlich etwa 200 - 500 Fällen in 
Deutschland ein seltenes, jedoch lebensbedrohliches Krankheitsbild mit einer Letalität von bis 
zu 50% ohne Lebertransplantation. [1–3] Die am häufigsten zum Tode führenden Folgen sind 
das Hirnödem, Infektionen und Multiorganversagen (MOV). [4] 
Definitionen 
Seit der Erstbeschreibung des ALV im Jahre 1970 von Trey und Davidson existieren viele 
Definitionen, deren gemeinsame Eckpfeiler zusammengefasst werden können. Sie definieren 
das ALV als kurz andauernden (< 12 - 26 Wochen) Verlust der hepatischen Funktion mit 
Koagulopathie (INR ≥ 1,5) und Enzephalopathie bei nicht vorgeschädigter Leber. [5, 6] Fehlt 
die hepatische Enzephalopathie, so spricht man eher von schwerer akuter Leberinsuffizienz. 
[7] Als frühe hepatische Dysfunktion, die bei 11% aller Intensivpatienten auftritt, bezeichnet 
man Serum-Bilirubinwerte > 34,2 µmol/l innerhalb der ersten 48 Stunden des 
Krankenhausaufenthalts. [8] 
Ätiologie 
Im Gegensatz zu den Entwicklungsnationen, wo virale Hepatitiden häufigster Auslöser des 
ALV sind stehen in den Industrieländern Medikamente an erster Stelle. [9, 10] So waren in 
einer retrospektiven deutschen Studie 40% der Fälle von ALV auf Medikamenteneinnahme 
zurückzuführen und in den USA ist Acetaminophen mit einem Anteil von fast der Hälfte noch 
immer die wichtigste Ursache (s. Abbildung 1). [11]  
 
ABBILDUNG 1  Ätiologie des akuten Leberversagens. Erfassung von 1.147 Patienten in den USA im 
Zeitraum 1998 - 2007 durch ALF Study Group; HBV: Hepatitis B Virus, HAV: Hepatitis A Virus. 





Weitere weniger häufige Ursachen sind metabolische Störungen wie Morbus Wilson, toxische 
Schädigung durch Amanita spp. (Knollenblätterpilz) oder immunologische Schädigung bei 
Autoimmunhepatitis. [12] Im Gegensatz zu den eben genannten primären Ursachen eines 
Leberversagens spricht man von sekundärem Leberversagen, wenn es z.B. die Folge von 
Sepsis oder Herz-Kreislauf-Stillstands ist. [13] Häufig entsteht das ALV auf dem Boden einer 
vorbestehenden Lebererkrankung, sodass man von akut-auf-chronischem Leberversagen 
spricht. [14]  
Symptomatik 
Das ALV ist ein Krankheitsbild, bei dem am Anfang häufig unspezifische Symptome wie 
Schwäche, Übelkeit und Völlegefühl mit Zeichen hepatischer Insuffizienz wie Ikterus oder 
Enzephalopathie (s.u.) stehen. [15] Die negativen Auswirkungen auf die Organsysteme bis hin 
zum Multiorganversagen und deren klinischen Merkmale fasst Tabelle 1 zusammen.  
Organsystem Auswirkung 
Systemisch Systemische Inflammation (systemic inflammatory respose; SIRS) 
Spontan bakterielle Peritonitis 
Kataboler Stoffwechselzustand 
Leber Verminderung der  
 Glukoneogenese mit Hypoglykämie 
 Laktatclearance mit Laktatazidose 
 Ammonikentgiftung mit Hyperammonämie 
Lunge Acute respiratory distress syndrome (ARDS) 
Nebenniere Inadäquate Glukokortikoidproduktion mit Hypotension 
Gerinnungssystem Verminderte Synthese von Gerinnungsfaktoren mit Koagulopathie 
sowie Thrombozytopathie 
Knochenmark Suppression, z.B. Thrombozytopenie 
Leukozyten Beeinträchtigte Funktion mit Gefahr der Infektanfälligkeit 
Gehirn Hepatische Enzephalopathie 
Zerebrales Ödem 
Intrakranielle Drucksteigerung 
Herz Subklinische myokardiale Schädigung 
Pankreas Pankreatitis (vor allem bei Acetaminophen bedingtem ALV) 
Niere Akute Nierenschädigung bei Leberinsuffizienz  
Hepatorenales Syndrom 
TABELLE 1 Klinische Merkmale eines Akuten Leberversagens. Modifiziert nach  [12]. 
 
Eine wichtige und prognoserelevante Organdysfunktion, die im Rahmen des Leberversagens 




psychomotorischen, intellektuellen, kognitiven, emotionalen, verhaltenssteuernden und 
feinmotorischen Funktionen". [16] Sie kann anhand der Symptomatik z.B. durch die seit 1969 
gebräuchliche West Haven Kriterien in die Grade I - IV (s. Tabelle 2) eingeteilt werden und 
sich zu einem zerebralen Ödem mit Erhöhung des intrakraniellen Drucks entwickeln.  
Grad Symptomatik 
0 Nur durch psychometrische Tests detektierbar 
1 Verlangsamung, verminderte Aufmerksamkeit 
2 Lethargie oder Apathie, Desorientierung,  bizarres Verhalten 
3 Somnolenz bis Semistupor 
4 Coma hepaticum 
TABELLE 2 West Haven Kriterien (modifiziert nach [17]). 
 
Pathophysiologisch geht man davon aus, dass es zur Astrozytenschwellung kommt, deren 
genaue Ursache noch diskutiert wird. [18] Zum einen wurde in klinischen Studien gezeigt, dass 
eine Korrelation zwischen hohen Ammoniakkonzentrationen und Entwicklung einer HE 
besteht und bei Konzentrationen > 200 µmol/l die Gefahr einer zerebralen Herniation erhöht 
ist. [19] Zum anderen gibt es auch Hinweise darauf, dass inflammatorische Zustände zur 
Entwicklung der HE beitragen (über den zerebralen Blutfluss oder auch über Änderung der 
Permeabilität des Endothels gegenüber Neurotoxinen). [16]  
Patienten im akuten Leberversagen sind besonders gefährdet für Infektionen. So sind sie nicht 
nur immunkompromittiert und benötigen häufig invasive Verfahren (z.B. zentralvenöse 
Zugänge, maschinelle Beatmung bei HE), sondern können auch schwer diagnostiziert werden, 
da sie u.a. nicht in der Lage sind mit Veränderungen der Körpertemperatur zu reagieren. [20] 
Therapie 
Die Therapie des ALV gestaltet sich so vielfältig wie die Ursachen und Symptome. Da aber 
selbst bei kausaler Therapie nicht alle Patienten ansprechen, z.B. nur 50% auf Prednisolon im 
Rahmen einer Autoimmunhepatitis, stellt die einzig kurative Therapie des ALV die 
Lebertransplantation dar, die für einen Anteil von 5 - 12% der Lebertransplantationen 
insgesamt verantwortlich ist. [21, 22] Die Durchführung hängt vor allem von der Einschätzung 
der Prognose ab (s. unten). 
 
Sowohl als Primär- als auch Sekundärprophylaxe der HE wird die Senkung der 
Ammoniakspiegel im Blut durch orale oder rektale Zufuhr von Lactulose empfohlen. [16, 23, 
24] Weiterhin werden das Antibiotikum Rifaximin sowie L-Ornithin-L-Aspartat eingesetzt. 
Kommt es in den Stadien III-IV zur zunehmenden Vigilanzminderung mit dem Verschwinden 
der Schutzreflexe, so ist eine Schutzintubation notwendig. Damit einhergehen sollte eine 




es trotzdem zum Anstieg des intrakraniellen Drucks kommen (der für 25% der Todesfälle im 
ALV verantwortlich ist [28]), so wird als Erstlinientherapie Mannitol als Bolus und bei 
refraktären Zuständen leichte Hypernatriämie (Natrium 145 – 155 mmol/l) und Hypothermie 
(34 - 35°C Körperkerntemperatur) empfohlen. [29]  
Ist die renale Funktion beeinträchtigt, so konnte gezeigt werden, dass die Gabe von 
Humanalbumin sowie Terlipressin zur Besserung sowie Verringerung der Mortalität, zumindest 
beim Typ 1 des hepatorenalen Syndroms (HRS), führt. [30] Aufgrund der hohen Kosten von 
Terlipressin wird meist zunächst die Gabe von Noradrenalin und bei Nichtansprechen eine 
zusätzliche Gabe von Terlipressin oder Vasopressin empfohlen. [31]  
Die durch hypotone Hyperhydratation entstehende Hyponatriämie sollte durch 
Volumenrestriktion therapiert werden. Für den Vasopressin-Rezeptor-Antagonist Tolvaptan 
konnte eine Besserung der Hyponatriämie gezeigt werden, jedoch ohne Veränderung der 
Mortalität. [32]  
Die Gabe von nicht-selektiven Beta-Blockern war schon lange ein fester Bestandteil der 
Prävention von Varizenblutungen. Trotz zahlreicher Bedenken wurden in den letzten Jahren 
auch positive Effekte bei dekompensierter Leberzirrhose mit Aszites gefunden oder bei akut-
auf chronischem Leberversagen. [33] So wurde u.a. eine geringere Sterblichkeit auf der 
Warteliste zur Transplantation beobachtet. [34] Dies ist vermutlich nicht nur ursächlich in der 
Verringerung des portalvenösen Drucks, sondern auch in geringerer bakterieller Translokation 
sowie geringerer Rate von spontan bakterieller Peritonitis (SBP). Die Gabe wird jedoch wegen 
des Risikos eines hepatorenalen Syndroms und erhöhter Mortalität nur innerhalb bestimmter 
Grenzen von Blutdruck, Serumnatrium und Kreatinin empfohlen. [35] 
Die spontan bakterielle Peritonitis ist eine häufige Infektion bei Leberzirrhose und hat eine 
Mortalität zwischen 20 - 40%. [36] Sie wird definiert als das Vorhandensein von 250 
polymorphnukleären Zellen pro Milliliter Aszites bei fehlender intraabdomineller 
Infektionsquelle. Die Kultur ist nur in ca. 50% der Fälle positiv. [37] Da es sich größtenteils um 
gram-negative Bakterien handelt werden als kalkulierte Antibiotikatherapie der ersten Wahl in 
den meisten Leitlinien Cephalosporine der dritten Generation empfohlen. [38, 39] Eine neuere 
deutsche Studie konnte hingegen zeigen, dass sogar mehr gram-positive Bakterien für SBP 
verantwortlich sind und nur in ca. 50% der Fälle mit der empfohlenen Therapie abgedeckt 
wurden. [37] Parallel zur antibiotischen Therapie wird empfohlen bei Diagnosestellung 1,5 g/kg 
Körpergewicht Humanalbumin sowie am dritten Tag 1,0 g/kg Körpergewicht zu verabreichen. 
Hierdurch soll sowohl Inzidenz (bei alleiniger antibiotischer Therapie bis zu 30%) als auch 
Mortalität eines HRS deutlich verringert werden. [29, 40]  
 
Extrakorporale Leberersatzverfahren stellen eine (bisher nicht außerhalb von Studien 




Akutregeneration dar und dienen der Entfernung proteingebundener toxischer Substanzen, 
die durch die "klassische" Dialyse nicht erfasst werden können. Man unterscheidet hierbei 
prinzipiell in artifizielle (zellfreie) und bioartifizielle (auf Zellbasis funktionierende) Systeme: 
 
Artifizielle Systeme 
Hierbei zu nennen sind zwei Möglichkeiten der Albumindialyse: MARS und Prometheus. Im 
von Stange und Mitzner entwickelten MARS (Molecular Adsorbents Recirulating System) 
werden im Patientenplasma befindliche Toxine über eine semipermeable Membran an eine 
Albuminlösung abgegeben, die in einem Sekundärkreislauf gereinigt und wiederverwendet 
wird. [41] Im Gegensatz dazu erfolgt die Dialyse durch das Prometheus System so, dass das 
Albumin des Patienten von Toxinen gereinigt und anschließend in den Patientenkreislauf 
rückgeführt wird. [42] 
 
Bioartifizielle Verfahren  
Neben den oben erwähnten zellfreien Systemen, die auf die Elimination von Toxinen ausgelegt 
sind, steht mit z.B. dem ELAD (extracorporal liver assist device) System aus 300 - 400g 
humanen Hepatomazellen HepG2/C3A (also etwa 20% der Leberzellmasse) ein Biosystem 
zur Verfügung, das zusätzlich einen Teil der Synthesefunktion der Leber (Albumin und 
Gerinnungsfaktoren) ersetzen soll. [43] 
 
Prognose 
Besonders schlecht ist die Prognose für Patienten, die das akute Leberversagen auf Basis von 
Sepsis, Medikamenteneinnahme oder Autoimmunhepatitis erworben haben. Bei diesen 
Patientengruppen liegt die Mortalität bei ca. 70%. [44] Kommt es im Rahmen des ALV zum 
septischen Schock erreicht sie sogar 98%. [20] 
Es gibt zahlreiche Bewertungssysteme, die zur Abschätzung der Prognose entwickelt wurden. 
Hier sind der MELD(Model of endstage liver disease)-Score, die King's College Hospital 
Kriterien sowie die Clichy-Kriterien zu nennen. Doch keines besticht bisher durch 
zufriedenstellende prädiktive Aussagekraft. [29] Die derzeit wichtigsten Kriterien stellen die 
King's College Hospital Kriterien mit einer Sensitivität von 68%-69% und einer Spezifität 
zwischen 82% und 92% dar. [45] 
Indikatoren für ein schlechtes Outcome sind:  
- Enzephalopathie Grad III und IV zum Zeitpunkt der Aufnahme [46]  
- Latenzzeit zwischen Auftreten von Ikterus und HE (subakutes Leberversagen) [47]  
Schließlich ist auch die Überführung in ein spezialisiertes Zentrum sowie die Möglichkeit der 
Organtransplantation ein die Prognose beeinflussender Faktor. [22] Kommt es zur 




medikamentös bedingten Ikterus kommt es nach der Regel von Hyman Zimmerman in zirka 
10% der Fälle entweder zu Transplantationsbedürftigkeit oder Tod („Hy’s rule“). [48, 49] 
 
1.2 Medikamentenassoziierte Leberschädigung 
Die medikamentenassoziierte Leberschädigung (Drug induced liver injury; DILI) ist mit 41% 
die häufigste Ursache des ALV in Deutschland und tritt etwa bei einem von hundert Patienten 
während des Klinikaufenthalts auf. [50] Und obwohl Acetaminophen für die meisten Fälle eines 
DILI verantwortlich ist, werden etwa 1.000 weitere Substanzen mit leberschädigender Wirkung 
beschrieben. [51] Die nachfolgende Tabelle aus einer großen Studie des US-amerikanischen 
DILI Networks, in der über tausend Patienten mit V.a. DILI zwischen 2004 und 2013 
eingeschlossen wurden, gibt einen Überblick über die häufigsten Medikamentenklassen und 
Substanzen: 
 Medikamentenklassen  Substanzen* 
1 Antibiotika 1 Amoxicillin-Clavulansäure 
2 Heilpflanzen und Nahrungsergänzungsmittel 2 Isoniazid 
3 Medikamente mit Wirkung auf das Herz-Kreislauf-System 3 Nitrofurantoin 
4 Medikamente mit Wirkung auf das Nervensystem 4 Sulfamethoxazol/Trimethoprim 
5 Anti-neoplastische Medikamente 5 Minocyclin 
TABELLE 3 Die häufigsten  5 Medikamentenklassen und Substanzen, die eine Leberschädigung 
hervorrufen. *Heilpflanzen und Nahrungsergänzungsmittel werden nicht aufgelistet. Modifiziert nach 
[52]. 
 
Klinisch kann die medikamentenassoziierte Leberschädigung im Schweregrad zwischen 
leichter hepatozellulärer Dysfunktion bis hin zum ALV variieren, aber auch jede Form der 
Lebererkrankung imitieren. [53] Die Diagnosestellung gestaltet sich dementsprechend 
schwierig und kann z.B. auf Bewertungssystemen wie dem RUCAM-Score (Roussel-Uclaf 
Causality Assessement Method) oder dem bekannten laborchemischen Profil des 
Medikaments (s.u.) beruhen. Auf der frei zugänglichen Online-Plattform Liver-Tox® des US-
amerikanischen National Institute of Diabetes and Digestive and Kidney Diseases können u.a. 
Informationen zu Diagnose, Phänotyp der hepatotoxischen Schädigung und klinische Fälle 
eingesehen werden. [54] 
  
Einteilung nach dem biochemischen Profil 
Schädigt eine Substanz (z.B. Troglitazon) direkt Hepatozyten kommt es in der Folge zur 
Auflösung der Zellmembran und Freisetzung von Enzymen wie der Alanin-Aminotransferase 
(ALAT). Man bezeichnet dies als hepatozelluläres Schädigungsmuster. Dem gegenüber 




Clavulansäure hervorgerufen wird) in der laborchemischen Untersuchung vor allem zur 
Erhöhung der Alkalischen Phosphatase (AP) und γ-Glutamyltransferase (γ-GT). [55] Obwohl 
dies einen Anhalt für die Diagnosestellung geben kann, ist auch zu bedenken, dass sich das 
biochemische Profil im Verlauf der Erkrankung ändern kann. So beginnt ein DILI mit einem 
hepatozellulären Schädigungsmuster, das sich später als gemischt oder sogar cholestatisch 
präsentieren kann. 
Eine genaue Einteilung gibt die Klassifikation der CIMOS (Council of International 
Organizations of Medical Sciences) und FDA (Food and Drug Administration) in Tabelle 4. [56, 
57] 
Schädigungsmuster Kriterien 
Hepatozellulär ALAT ≥ 3 x ULN und R-Wert ≥ 5 
Gemischt ALAT ≥ 3 x ULN, AP ≥ 2 x ULN und R-Wert 2 - 5 
Cholestatisch AP ≥ 2 x ULN und R-Wert ≤ 2 
R-Wert: 𝐀𝐋𝐀𝐓 (𝐕𝐢𝐞𝐥𝐟𝐚𝐜𝐡𝐞𝐬 𝐝𝐞𝐬 𝐔𝐋𝐍)
𝐀𝐏 (𝐕𝐢𝐞𝐥𝐟𝐚𝐜𝐡𝐞𝐬 𝐝𝐞𝐬 𝐔𝐋𝐍)
 
TABELLE 4 Klinische Schädigungsmuster der medikamenteninduzierten Leberschädigung modifiziert 
nach [53]; ULN: Upper Limit of Normal (Obere Grenze des Normwerts), ALAT: Alanin-
Aminotransferase, AP: Alkalische Phosphatase 
 
Einteilung nach dem zeitlichen Profil 
Obligat hepatotoxisch 
Die erste Gruppe führt dosisabhängig bei den meisten Patienten innerhalb weniger Tage zur 
Schädigung. [58] Beispielsubstanz dieser Gruppe ist Acetaminophen, das in den USA für 46% 
des ALV verantwortlich ist. [5] Prädisponierend wirken Alkoholkonsum und Mangelernährung 
[59] sowie genetische Polymorphismen. [60] Trotz des raschen Beginns zeigt die 
Acetaminophen-induzierte Leberschädigung ein Spontanüberleben von 66% innerhalb der 
ersten 3 Wochen. [61] 
 
Fakultativ hepatotoxisch (idiosynkratisch)  
Die überwiegende Mehrheit der Substanzen ist jedoch in die Gruppe der idiosynkratischen 
Hepatotoxine einzuordnen, wenn auch nur 11% der Fälle des ALV sie zurückzuführen sind. 
[5] Als Idiosynkrasie (von griechisch „eigen“ (idios), „zusammen“ (syn) und „Mischung“ (crasis)) 
wird ein individuelles Merkmal, beispielsweise die Reaktion auf einen bestimmten Stimulus, 
bezeichnet. [62] Medikamenten mit idiosynkratischer Hepatotoxizität ist eine lange Latenzzeit, 
geringe Inzidenz und damit spätes Auftreten in klinischen Studien sowie fehlende 
Nachweisbarkeit in Tiermodellen gemein. [55, 63] Die früher häufig postulierte Unabhängigkeit 
von der verabreichten Dosis wird heutzutage in Frage gestellt. [64] Die häufigsten 




nicht-steroidale Antiphlogistika (Diclofenac). [49, 65] Tritt ein durch idiosynkratische 
Hepatotoxine ausgelöstes ALV ein, überlebt nur knapp ein Drittel der Patienten die ersten drei 
Wochen. [66] Der Mechanismus der Leberschädigung bleibt weiterhin unklar. Es existieren 
Hinweise für einzelne Medikamente, die bei Patienten zum ALV führen, dass eine genetische 
Prädisposition durch Polymorphismen in Enzymsequenzen sowie stille Mutationen in 
mitochondrialer DNA vorliegen könnte. [67, 68]  
 
Grundlagen der Pathogenese 
Die Leberschädigung stellt auf zellulärer Ebenen einen Untergang von Hepatozyten durch 
Apoptose oder Nekrose dar. Apoptose ist ein ATP-abhängiger Prozess, der zu 
Zellschrumpfung, Kondensation des Chromatins und Aufnahme durch Phagozyten ohne 
Freisetzung zellulärer Bestandteile oder Immunreaktion. Es gibt zwei Wege der Aktivierung 
der Apoptose, die beide in einer Kaskade aus Caspasen münden, die den programmierten 
Zelltod auslösen. Zum einen der intrinsische Weg, bei dem die Aktivierung der Caspasen über 
Cytochrom c erfolgt, das nach intrazellulären Signalen (Toxine, Strahlung u.v.m.) aus 
Mitochondrien freigesetzt wurde. Zum anderen der extrinsische Weg, in dem die Aktivierung 
von Rezeptoren der Tumor-Nekrose-Faktor Rezeptorfamilie (TNF-α) ursächlich ist. [69] Diese 
werden durch das Immunsystem aktiviert, wenn (nach der "Danger-Hypothese") zwei Signale 
zusammentreffen: 1.) die Komplexbildung aus Arzneistoff (Hapten) und Protein sowie 2.) 
Kostimulation der Immunzellen durch Arzneistoff-unabhängige Faktoren wie Zytokine. [70] Für 
Diclofenac beispielsweise konnte gezeigt werden, dass es in Anwesenheit von TNF-α 
vermehrt zum apoptotischen Zelluntergang von Hepatozyten führt. [71] 
 
Der nekrotische Zelluntergang geht mit Zellschwellung, Verlust der Membranintegrität und 
einer inflammatorischen Reaktion im umgebenden Gewebe einher. [69] Ursächlich ist der 
Verlust der Fähigkeit der ATP-Synthese, die aus der Folge eines gestörten mitochondrialen 
Stoffwechsels resultiert. [72] Eine Beispielsubstanz, die klassischerweise zu Nekrose führt ist 
Acetaminophen. [73] 
 
Reaktive Metaboliten und Fremdstoffmetabolismus 
Lange erklärte man sich die toxische Wirkung von Medikamenten allein durch ihre 
Überdosierung - so wie schon Paracelsus vor 500 Jahren postulierte, dass die Dosis das Gift 
mache. Ein Wandel trat ein, als in den 1930er Jahren bekannt wurde, dass viele Medikamente 
in Metaboliten verwandelt werden, die ebenfalls pharmakologisch aktiv sind. [74] So kann die 
Pathogenese der Hepatotoxizität durch toxische Effekte der Ausgangssubstanz und des 





Mit einem Beitrag von 75% stellen die Cytochrom P450 (CYP450) Enzyme das wichtigste 
System zur Metabolisierung von Fremdstoffen dar. [75] Diese Gruppe von hämhaltigen, am 
glatten endoplasmatischen Retikulum sowie in Mitochondrien sitzenden Proteinen sind für die 
Oxidation, Reduktion oder Hydrolyse von Substanzen in Phase I des Fremdstoffmetabolismus 
zuständig, bevor diese in der zweiten Phase mit hydrophilen Molekülen wie z.B. Glucuronat 
konjugiert werden. Sie werden aufgrund von Sequenzhomologie in Familien und Subfamilien 
eingeteilt, wobei die Genfamilien 1, 2 und 3 vor allem für den Arzneistoffwechsel Bedeutung 
haben. Hierbei spielen u.a. CYP3A4/5 mit 30% und CYP1A2 mit 10% des Metabolismus eine 
große Rolle. [76] Andere CYP450 Familien sind beispielsweise an Synthese von 
Steroidhormonen oder am Metabolismus von mehrfach ungesättigten Fettsäuren und 
Eicosanoiden beteiligt. [77] Doch nicht nur an Entgiftungsvorgängen sondern auch für die 
Entstehung krebserregender Stoffe aus vormals unbedenklichen Substanzen sind sie 
verantwortlich. [78] Im menschlichen Organismus kommen CYP450 Enzyme ubiquitär vor, der 
größte Anteil findet sich jedoch in der Leber.  
 
Sowohl in Phase I als auch II können reaktive Metaboliten durch Biotransformation entstehen. 
[79] (s. (1) in Abbildung 2) Diese Produkte können sowohl durch kovalente Bindung (d.h. einer 
Bindung zwischen elektrophilen Medikamenten oder Metaboliten und nucleophilen 
Zellstrukturen wie Proteinen, RNA oder DNA) als auch durch Oxidation von Thiolgruppen die 
Funktion von Proteinen beeinflussen und so zur Schädigung des Gewebes beitragen. [80, 81] 
Die Bildung reaktiver Metaboliten ist der häufigste Grund der Marktrücknahme von 
Medikamenten im Rahmen der Hepatotoxizität. [82] 
 
Pathogenese der hepatozellulären Schädigung 
Fast immer steht mitochondriale Dysfunktion entweder als primäres Ziel oder als Folge im 
Zusammenhang mit DILI. [83] Mögliche Mechanismen direkter mitochondrialer Schädigung 
sind: 
 Apoptose durch Öffnung der MPT (mitochondrial permeability transition) Pore mit 
Zusammenbruch des mitochondrialen Potenzials, Riss der äußeren Membran und 
Freisetzung pro-apoptotischer Proteine 
 Nekrose durch Entkopplung der oxidativen Phosphorylierung mit Abnahme der ATP-
Synthese  
 Microvesikuläre Steatose durch Beeinträchtigung der Fettsäureoxidation entweder 






ABBILDUNG 2 Mechanismen der medikamenteninduzierten Hepatotoxizitä t (1) Metabolisierung des 
Medikaments durch CYP450 zu reaktiven Metaboliten. (2) Reaktive Metaboliten aktivieren 
apoptotische Signalkaskaden. (3) Glutathionmangel führt zur kovalenten Bindung an hepatische 
Proteine und einer Aktivierung der Immunantwort. (4) Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies in 
Mitochondrien mit Öffnung von mitochondrialen Kanälen, Zusammenbruch der ATP -Synthese und 
folgender Nekrose. Cyt c, Cytochrom C; ETK, Elektronentransportkette; MPT, mitochondriale 
Permeabiliäts-Transitionspore; ÄMM, äußere mitochondriale Membran. Modifiziert nach [73]. 
 
Pathogenese der cholestatischen Schädigung 
Nachdem Gallensalze entweder durch Aufnahme aus dem sinusoidalen Blut 
(enterohepatischer Kreislauf) oder durch Neusynthese über CYP7A1 in den Hepatozyten 
vorliegen, werden sie an der kanalikulären Membran über v.a. über die Exportpumpe BSEP 
(bile salt export pump), aber auch über MRP2 (multidrug resistance-associated protein-2) in 
die Gallenkanäle abgegeben. Weiterhin existieren an der basolateralen Membran ebenfalls 
weitere Exportpumpen, die jedoch normalerweise nur in geringem Umfang exprimiert werden. 





ABBILDUNG 3 Übersicht über die hepatischen Gallensalztransporter und deren vorwiegende 
Ausscheidungsfunktion. NTCP=Na+/taurocholat Cotransporter; OATP = organic anion transport 
protein; MRP2 = multidrug resistance-associated protein-2; BSEP = bile salt export protein; MDR1 bzw. 
3 = multidrug-resistance protein 1 bzw. 3. Modifiziert nach [84]. 
 
Medikamente wie Troglitazon, Rifampicin oder Ciclosporin können eine inhibitorische Wirkung 
auf das BSEP. [85] Akkumulieren als Folge davon die Gallensalze in den Hepatozyten, so 
können sie über verschiedene Wege den apoptotischen Zelltod hervorrufen.  
 
1.3 Arzneimittelsicherheit und Testung auf Hepatotoxizität 
Soll ein neu entwickeltes Arzneimittel in der Europäischen Union (EU) zugelassen werden, so 
stehen zwei Wege zur Auswahl: zum einen das dezentrale Verfahren über die jeweiligen 
Arzneimittelbehörden des Mitgliedstaats zum anderen das zentrale Verfahren über die 
Europäische Arzneimittelagentur (EMA). Eine Verpflichtung zur Teilnahme am zentralen 
Verfahren besteht nur für bestimmte Arzneimittel, so u.a. biotechnologisch hergestellte oder 
für die Behandlung von Diabetes, Krebs sowie Autoimmunerkrankungen vorgesehene. Auf 
dem deutschen Markt gilt seit dem 01.01.1978 das deutsche Arzneimittelgesetz (AMG), das 
nach der Thalidomid-Katastrophe verabschiedet wurde. Darin vorgeschriebene Kriterien für 
die Zulassung von Medikamenten sind: 
 Therapeutische Wirksamkeit 
 Pharmazeutische Qualität 
 Unbedenklichkeit. 
Vor Formulierung des Gesetzes war lediglich eine Überprüfung auf pharmazeutische Qualität 
sowie eine Registrierung des Arzneimittels notwendig gewesen. [77] Die Hepatotoxizität war 
den letzten 50 Jahren der Hauptgrund, weswegen Medikamente aus Sicherheitsgründen vom 
Markt genommen werden mussten. [90] Ein Beispiel der jüngeren Vergangenheit ist 
Troglitazon, ein Medikament zur Blutzuckersenkung bei nicht-insulinpflichtigem Diabetes 




Nach der Meldung von etwa 100 Fällen von ALV bei 2 Millionen Anwendern wurde im Jahr 
2000 die Zulassung für den US-amerikanischen Markt entzogen. [91]  
 
Präklinische Testung 
Um die Unbedenklichkeit eines Medikaments nachzuweisen wird zunächst präklinisch am 
Tier- und Zellmodell auf Toxizität und - nach Genehmigung - in klinischen Studien am 
Menschen auf unerwünschte Nebenwirkungen untersucht. Ein Meilenstein war 1920 die 
Einführung der LD50 (mittlere letale Dosis) durch J. W. Trevan. 
 
Die präklinische toxikologische Untersuchung einer neuen Substanz erfolgt im Hinblick auf 
unterschiedliche Parameter, die in folgender Tabelle aufgelistet sind:  
Parameter Beschreibung Art und Umfang 
Akute Toxizität Ermittlung der maximal 
tolerierbaren Dosis und 
Vergleich mit der tolerierbaren 
Dosis 
Tierversuch an 2 Spezies  
Subakute Toxizität Identifizierung von 
toxikologisch relevanten 
Zielorganen (physiologische, 
makroskopische, licht- und 
elektronenmikroskopische 
Veränderung u.a.) 
Tierversuch an 2 Spezies 
Chronische Toxizität Wie subakute Toxizität mit 
Beobachtung über längere 
Zeitdauer (in Abhängigkeit von 
der erwarteten 
Anwendungsdauer) 
Tierversuch an 2 Spezies  
Mutagenität Untersuchung auf Gen-/ 
Chromosomenmutationen 
Bakterien- und Säugerzellen, 
in-vitro Methoden, 
Tierversuche  
Karzinogenität Gabe über längere Zeitdauer 
(meist 2 Jahre) und 
Untersuchung anhand von 
Hämatologie, Autopsie und 
Histologie 
Tierversuch an 2 Spezies 
Teratogenität Untersuchung von Paarungs- 
und Reproduktionsaktivität, 






TABELLE 5 Parameter der Toxizitätsprüfung nach [86]. 
  
Eine explizite Untersuchung auf Hepatotoxizität ist im AMG nicht vorgeschrieben; für die 
präklinische Testung in der EU stellt die EMA jedoch eine dreistufige Leitlinie bereit. [87] Dabei 
ist der erste Schritt die Testung an Tieren. Doch gerade das hepatotoxische Potenzial lässt 
sich nicht sicher anhand von Tierversuchen vorhersagen. Die mitochondriale Schädigung 
beispielsweise ist in jungen, gesunden Nagetieren nicht auszulösen. [88] Und erst wenn in 
Tierversuchen laborchemische oder histopathologische Hinweise auftreten bzw. wenn bei 
strukturell ähnlichen Arzneimitteln Hepatotoxizität bekannt ist, soll im zweiten Schritt gezielt 
der Mechanismus der Hepatotoxizität an z.B. in-vitro Kulturen mit Hepatozytenzelllinien 
betrachtet werden.  
 
In-vivo Toxizitätsprüfung 
Trotz großer Fortschritte im Bereich der Molekularbiologie und Zellkultur beruht der Großteil 
toxikologischer Forschung seit Jahrzehnten noch auf Tierversuchen (meist an Nagetieren). Im 
Jahr 1959 beschrieben W. M. S. Russell und R. L. Burch das 3R-Prinzip für den ethischeren 
Umgang bei Tierversuchen. [89] Sie beinhaltet folgende Punkte: 
 Replacement (Vermeidung): Entwicklung von alternativen Methoden zu 
Tierversuchen 
 Reduction (Verringerung): Gewinnung von mehr Information aus der gleichen Zahl 
von Tieren 
 Refinement (Verfeinerung): Verwendung von Methoden zur Verminderung / 
Verhinderung von Stress und Schmerz 
 
Der US National Research council hat sich 2007 mit dem Positionspapier „Toxicity Testing in 
the 21st Century: A vision and A Strategy“ (“Toxizitätsprüfung im 21. Jahrhundert: eine Vision 
und eine Strategie”) für einen Wandel von Tierversuchen hin zu zellbasierten Methoden 
ausgesprochen. [90] Und auch die Europäische Union schenkt dem Thema Gehör, u.a. mit 
der Tierschutzrichtlinie 2010/63/EU. Durch sie ist das 3R-Prinzip nun in vielen Mitgliedsstaaten 
in der Gesetzgebung verankert. Das European Union Reference Laboratory for alternatives to 
animal testing (Referenzlabor für Alternativen zu Tierversuchen der Europäischen Union; 
EURL-ECVAM) der Europäischen Kommission bestimmt Alternativmethoden zu 
Tierversuchen. Zu dessen Erfolgen zählt, dass im Jahr 2004 vier in-vitro Testverfahren zur 







In der Zellkultur soll Zytotoxizität Rückschlüsse auf die Wirkung am Organ geben. Als 
Zytotoxizität bezeichnet man die "Wirkung eines chemischen Agens, die sich beobachten lässt 
in veränderter Zellmorphologie, Unfähigkeit zur Adhäsion an Oberflächen, Veränderungen in 
der Zellwachstumsrate, Zelluntergang und Zellzerfall." [92] 
 
Die Erarbeitung von standardisierten in-vitro Systemen ist momentan im Fokus der 
Wissenschaft und noch außerhalb gesetzlich geregelter Standards. Eine Grundlage, auf der 
die Vergleichbarkeit von Zytotoxizitätstests beruhen könnte ist die DIN EN ISO 10993-5. [93] 
Sie bemisst Zytotoxizität anhand von:  
 Zellmorphologischen Veränderungen 
 Zellschädigung 
 Zellwachstum 
 Zellulärem Metabolismus 
 
Sie gibt z.B. die in folgender Tabelle dargestellte Graduierung der Zytotoxizität an: 
Grad Ausmaß Zellkultur 
0 Nichts Intrazytoplasmatische Granula 
Keine Lyse 
Keine Inhibition des Wachstums 
1 Leicht ≤ 20% Zellen rund und ohne intrazytoplasmatische Granula 
Wenige lysierte Zellen 
Nur minimale Inhibition des Wachstums 
2 Mild ≤ 50% Zellen rund und ohne intrazytoplasmatische Granula 
Keine ausgeprägte Lyse 
< 50% Inhibition des Wachstums  
3 Mäßig ≤ 70% Zellen rund oder lysiert; Zellschicht nicht komplett zerstört 
> 50% Inhibition des Wachstums 
4 Schwer Nahezu vollständige Zerstörung der Zellschichten 
TABELLE 6 Graduierung der Zytotoxizität nach [93]. 
 
Zum andern gibt sie den Cutoff-Wert für den Nachweis von Zytotoxizität bei einer Reduktion 
um 30% in metabolischen Tests, wie z.B. dem XTT-Test(s. Kapitel 3.4.5.1), an. [93] 
Die in der DIN EN ISO 10993-5 zur Toxizitätsprüfung empfohlenen Zelllinien sind – mit einer 
Ausnahme – Fibroblasten tierischen Ursprungs, u.a. die murinen Fibroblasten der American 






Hier haben sich vor allem zwei Modellsysteme durchgesetzt –  primäre humane Hepatozyten 
und permanente Leberzelllinien aus Tumoren. Beide zeichnen sich durch hervorragende 
Spezifität von 100% aus, hinsichtlich der Sensitivität ist jedoch keines der Testsysteme 
befriedigend (s.u.). [94] 
 
Primär isolierte Hepatozyten 
Als Goldstandard werden primär isolierte Hepatozyten bezeichnet, da sie die 
Biotransformation in vollem Ausmaß durchführen können. Auch scheinen sie das sensitivere 
Modell (bis zu 44%) gegenüber beispielsweise der permanenten Zelllinie HepG2 zu sein (6%). 
[94] Problematisch ist jedoch, dass es im Verlauf zum Verlust der ursprünglichen 
metabolischen Kapazität, beispielsweise der Aktivität der CYP450 Enzyme, kommen kann. 
[95] Weiterer Nachteil ist die begrenzte Verfügbarkeit sowie variable Qualität aufgrund 
interindividueller Spenderunterschiede. [96] [97] Das HEPAC-System der Firma Primacyt aus 
Schwerin ist u.a. ein validiertes System für die Zellkultur primärer Hepatozyten. [98] 
 
Permanente Leberzelllinien 
Aus diesen Gründen wurden unbegrenzt verfügbare, im Phänotyp identische, permanente 
Leberzelllinien entwickelt. Weitere Vorteile sind geringe Kosten und die Möglichkeit zur 
Kryokonservation. [99]  
Für Testungen mit toxikologischer Fragestellung stellen unter anderem die permanenten 
Zelllinien HepG2, Hep3B und HepaRG eine Alternative zu primär isolierten Hepatozyten dar. 
Die wohl am häufigsten benutzte Zelllinie ist HepG2. [100] So wurde sie unter anderem zur 
Testung der Toxizität von Antimykotika, Muskelrelaxanzien und Albuminzubereitungen 
verwendet. [101–103] HepG2-Zellen können unter anderem adäquat auf DNA-Schädigung 
reagieren, da sie keine p53 Mutation tragen. [104] Neben toxikologischen Fragestellungen 
werden sie ebenso in der Entwicklung eines Biosensors zur Erkennung hepatischer 
Dysfunktion bei Sepsis verwendet. [105] Nachteilig ist jedoch, dass HepG2 Zellen - im 
Vergleich zu primär isolierten Hepatozyten - Enzyme des Phase I Metabolismus (so u.a. 
CYP3A4) nur in geringem Ausmaß oder gar nicht exprimieren und damit die Toxizität für 
bestimmte Stoffe unterschätzt wird. [106] Die etwas neuere Zelllinie HepaRG exprimiert 
verschiedene CYP450 Enzyme in höherem Umfang und scheint daher auch ein sensitiveres 
Testmodells zu sein. [94] Von manchen Autoren wird empfohlen HepaRG für toxikologische 
und HepG2 für toxikogenomische Studien zu verwenden. [104] 
 
Klinische Testung 
Die klinische Prüfung an Probanden kann beginnen, nachdem die Ergebnisse der 




Ethikkommission genehmigt wurde und die zuständige Bundesbehörde (in Deutschland das 
Bundesamt für Arzneimittel und Medizinprodukte oder Paul-Ehrlich-Institut) kein Veto 
innerhalb von 60 Tagen eingelegt hat. Die klinische Prüfung gliedert sich in vier Phasen:  
Phase Fragestellung Beschreibung 
I Humanpharmakologie Erkenntnisse über Pharmakodynamik und –kinetik, 
Dosisfindung; gesunde Probanden oder Patienten 
II Exploratorische 
Therapiestudien 
Erkenntnisse über therapeutische Wirksamkeit, ggf. anhand von 
Surrogatmarkern; meist 30 – 300 Patienten 
III Konfirmatorische 
Therapiestudien 
Bestätigung des therapeutischen Nutzens und 




Studien nach Zulassung des Medikaments, u.a. zur Erfassung 
seltener Nebenwirkungen  
TABELLE 7 Phasen der klinischen Testung nach [77]. 
 
Im Verlauf der klinischen Testung (Phase I – III) werden Medikamente häufig an nicht mehr 
als 8.000 Studienteilnehmern getestet. Zur Beurteilung seltener Nebenwirkungen wie der 
Hepatotoxizität (Inzidenz 1:10.000) wären jedoch Gruppengrößen von 30.000 Teilnehmern 
notwendig, um mit 95%iger Konfidenz das Auftreten eines Falls von DILI hervorzurufen. [107]  
 
Da dies selten der Fall ist, wurden Kriterien postuliert, die auf ein Auftreten von DILI an wenigen 
Teilnehmern (d.h. schon vor Phase IV) hinweisen sollen: 
 Erhöhung von ALT auf das 3-fache der Norm 
 Erhöhung von ALT auf das 10-fache der Norm (sehr selten) 
 Erhöhung von ALT auf das 3-fache der Norm & Erhöhung von Bilirubin auf das 2-fache 
der Norm (Hy’s Gesetz) 
 
Dies zeigt sich auch rückblickend für das Beispiel Troglitazon. Hier war es während der 
klinischen Testung bei 0,6% der Probanden zur Erhöhung von ALT Spiegeln auf das > 10-
fache gekommen. In der Kontrollgruppe war dies bei keinem Teilnehmer der Fall gewesen. 





1.4 Intensivmedizinische Analgosedierung  
Die intensivmedizinische Betreuung involviert für den Patienten häufig die Erfahrung von 
Stress, Angst und das Erleben unangenehmer Maßnahmen. [26] Um die damit verbundene 
Angst zu nehmen und die Toleranz einer mechanischen Beatmung am Tubus zu steigern, 
kann eine Sedierung notwendig sein. [108, 109] Als Sedierung bezeichnet man "die 
medikamentöse Abschirmung des Körpers gegen körperliche und psychische Stressfaktoren" 
[110] oder auch einen "Zustand psychomotorischer Indifferenz". [111] Die Sedierungstiefe wird 
meist durch die 10-stufige Richmond Agitation Sedation Scale (RASS) beurteilt, die von +4 
(sehr streitlustig, gewalttätig) bis - 5 (nicht erweckbar) reicht [112]. Nach dem Sedierungsziel 
unterscheidet man demnach die "tiefe Sedierung" (RASS ≤ -3), deren Indikation z.B. im 
Rahmen von Interventionen gegeben sein kann, von einer symptomorientierten Sedierung 
(RASS 0/-1), deren Ziel vor allem Reduktion von Angst und Stress ist. [26] Zur Sedierung 
werden in der deutschen Intensivmedizin vor allem Propofol (meist für Sedierungsdauern < 
24h), Midazolam (Einsatz bei Dauer > 72 h) und S-Ketamin eingesetzt. [113] Für die Analgesie 
wird allen voran Sufentanil (35 – 40%) verwendet, aber auch Fentanyl (30 – 35%) und 
Remifentanil (10%). [114] 
 
1.4.1 Hypnotika und Sedativa 
Geschichtlich entwickelten sich die heutigen Substanzen nachdem Ende des 18. Jahrhunderts 
erfolglos versucht worden war injizierbare Lösungen der bereits bekannten inhalativen 
Anästhetika herzustellen. Der Meilenstein zur intravenösen Anästhesie gelang dem deutschen 
Pharmakologen Hermuth Weese 1932 mit der Entwicklung des Barbitursäurederivats 
Hexobarbital. Innerhalb der heute bekannten Pharmaka unterscheidet man die Gruppe der 
Hypnotika, also Substanzen, die der Dosierung entsprechend bis zu tiefer Bewusstlosigkeit 
führen können (hierzu zählt unter anderem Propofol sowie Thiopental), von Sedativa, die nur 
in hohen Dosierungen nur zentral dämpfend wirken (zum Beispiel Midazolam). Die im 
folgenden beschrieben Hypnotika und Sedativa sind nicht nur aufgrund ihrer häufigen 
Anwendung (sie zählen oder zählten laut WHO zu den wichtigsten Medikamenten einer 
gesundheitlichen Basisversorgung [115]), sondern auch wegen ihrer ausgeprägten 
hepatischen Verstoffwechselung und der möglichen Bildung reaktiver Metaboliten interessant 
für toxikologische Fragenstellungen. Weiterführende pharmakologische Daten sind im Kapitel 








ABBILDUNG 4 Strukturformel von Midazolam (8-Chlor-6-(2-fluorphenyl)-1-methyl-4H-imidazo[1,5-
a][1,4]benzodiazepin) 
 
Der im Jahr 1976 synthetisierte Vertreter der Imidazobenzodiazepine umfasst einen breit 
gefächerten Anwendungsbereich, zu dem neben der Sedierung von Intensivpatienten unter 
anderem auch den therapierefraktären Status epilepticus, sowie die Gabe als Prämedikation 
vor Operationen oder zur Narkose in Anästhesie und Rettungsdienst zählen. [116, 117] Die 
Hauptwirkung des Midazolams, wie auch der anderen Benzodiazepine, sind Anxiolyse, 
Hypnose, Sedierung, Muskelrelaxation, Amnesie und Antikonvulsion. [118] Sie sind Folge der 
Bindung an gamma-Aminobuttersäure-Rezeptoren (gamma-butyric acid receptor A, GABAA) 
mit Steigerung deren Affinität für den Botenstoff GABA. Daraus folgt die erhöhte 
Durchlässigkeit für Chlorid und ein vermindertes Membranpotenzial mit gesenkter neuronaler 
Erregbarkeit. [119] 
 
ABBILDUNG 5 Protonierung und Ringöffnung von Midazolam. Aus  [120]. 
 
Strukturell unterscheidet sich Midazolam von anderen Benzodiazepinen durch den 
Imidazolring, der im Gleichgewicht zwischen der offenen und geschlossenen Variante vorliegt. 
In Abhängigkeit des pH-Werts verschiebt sich das Gleichgewicht, sodass bei sauren pH-
Werten (meist auf pH-Werte um 3,5 titriert) 15-20% der geöffneten, protonierten Form 
vorliegen. Somit ist Midazolam sehr gut wasserlöslich und damit zugänglich für parenterale 
Zubereitungen. [120] In Umgebung physiologischen pHs jedoch schließt sich der Ring, sodass 
eine starke Lipophilie vorherrscht, die eine schnelle Penetration in das zentrale Nervensystem 
ermöglicht. [121, 122]  
Midazolam zählt mit einer terminalen Halbwertszeit von 1 bis 4 Stunden zu den kurzwirksamen 




befindlichen Methylgruppe bedingt wird. [118] Sie ist der Angriffspunkt für CYP3A4, wodurch 
vor allem der Hauptmetabolit α-Hydroxymidazolam entsteht, der nach Glukuronidierung mit 
dem Urin ausgeschieden wird. [120, 123] Insgesamt zeichnet sich Midazolam durch eine gute 
therapeutische Breite und Nebenwirkungsarmut aus. Zu den häufigsten Nebenwirkungen 
gehört in Kombination mit Fentanyl die erhöhte Gefahr für Hypoxämie und Apnoe. [124] 
Weiterhin beschrieben wurden unter anderem Ataxie, Hypotonie, Halluzinationen, Agitiertheit 
und Hautausschlag. [125] Ein hepatotoxisches Potenzial wurde bisher nicht beschrieben. 
Livertox® gibt an, dass eine hepatotoxische Wirkung von Midazolam – im Gegensatz zu 
anderen Benzodiazepinen wie z.B. Diazepam – sehr unwahrscheinlich ist. [54] In einer Studie 
konnte gezeigt werden, dass nach Sedierung mit Midazolam keine Änderung der 




ABBILDUNG 6 Strukturformel von Propofol (2,6-Diisopropylphenol) 
 
Propofol, das in Wasser kaum lösliche 2,6-diisopropylphenol, wurde 1973 entwickelt und kam 
in seiner ersten Zubereitung - unter Zusatz von einem Polyalkylenglycolether - nie auf den 
Markt, da klinische Studien anaphylaktische Reaktionen zeigten. [127] Schließlich wurde 1988 
in Deutschland eine Lipidemulsion zugelassen. Nach Beginn der klinischen Anwendung 
zeigten sich gehäuft postoperative Infektionen in Zusammenhang mit der Verwendung [128, 
129], sodass zum strikten aseptischen Vorgehen angehalten wurde [130] und zur Verwendung 
antimikrobieller Zusätze führte. [131] In den neunziger Jahren wurden vermehrt Fälle eines 
schwerwiegenden Symptomkomplexes als Nebenwirkung der Anwendung bei Kindern 
aufgedeckt, der später als Propofolinfusionssyndrom bekannt wurde. [132] Hierunter versteht 
man das, vermutlich auf einer Störung der mitochondrialen Atmungskette oder 
Fettsäureoxidation beruhende, Auftreten von Herzinsuffizienz und Herzrhythmusstörungen 
sowie Laktatazidose, Niereninsuffizienz, Rhabdomyolyse, Hypertriglyceridämie und 
Hepatomegalie mit Steatose. [133] Bei intensivmedizinisch betreuten Erwachsenen liegt die 
Inzidenz einer prospektiven Studie zufolge bei ca. 1%. [134] Nichtsdestoweniger hat sich 
Propofol trotz dieser Nebenwirkungen zu dem wichtigsten Hypnotikum in der Anästhesie und 
Intensivmedizin etabliert. Propofol ist in Deutschland als Generikum erhältlich und steht 




verfügt über Eigenschaften wie Anxiolyse, Amnesie, Induktion von Bewusstlosigkeit und 
Reduktion des intrakraniellen Drucks sowie günstigen weiteren, noch nicht sicher erforschten 
Wirkungen wie Antiemese und Analgesie. [135–137] Die Wirkungsweise ist nicht abschließend 
geklärt, scheint jedoch mit einer Beeinflussung der Transmission des GABAA-Rezeptors sowie 
der Hemmung der Freisetzung von Glutamat in Zusammenhang zu stehen. [137] Der Abbau 
erfolgt entweder durch direkte Glukuronidierung und Ausscheidung oder primäre Oxidierung 
vor allem durch CYP2B6 und CYP2C9, aber auch zu einem geringen Anteil durch CYP1A2, 
wodurch aktives Hydroxypropofol entsteht, das etwa ein Drittel der Aktivität von Propofol 
besitzt. [138, 139] Anschließend erfolgt die Umwandlung zu inaktiven Metaboliten durch 
Glukuronidierung und die renale Ausscheidung. [140] Obwohl bisher kein hepatotoxisches 
Potenzial bekannt ist wurden fünf Fälle akuter Hepatitis und ein Fall von ALV nach Sedierung 
mit Propofol beschrieben. [141] Livertox® weist zum einen auf das Propofol-Infusions-




ABBILDUNG 7 Strukturformel von R,S-Ketamin ((RS)-(±)-2-(2-Chlorphenyl)-2-(methylamino)-
cyclohexan-1-on) 
 
Im Jahre 1970 von der amerikanischen Food and Drug Administration (FDA) zugelassen und 
im Vietnamkrieg eingesetzt, ist Ketamin heutzutage aufgrund seiner Sonderstellung kaum aus 
der klinischen Gebrauch wegzudenken. Denn dieser chirale Arzneistoff bietet bei der 
Patientenanwendung, im Gegensatz zu den meisten anderen Sedativa und Hypnotika, eine 
höhere hämodynamische Stabilität. [142] Besonders ist auch die in subhypnotischen 
Dosierungen antinozizeptive Wirkung zusammen mit der Möglichkeit der oralen Zufuhr, 
wodurch der Einatz bei chronischen Schmerzen begünstigt wird. [143] Weiterhin zeigte sich, 
dass Ketamin eine Therapiealternative bei schwerer Depression sein könnte. [144, 145] Zur 
Erklärung der Pharmakodynamik existieren viele mögliche Ansätze. Es wirkt beispielsweise 
über einen nichtkompetitiven Antagonismus mit dem Transmitter Glutamat an den N-Methyl-
D-Aspartat-Rezeptoren, ist ein schwacher Agonist an Opioidrezeptoren und ein HCN1 
(hyperpolarisation and cyclic nucleotid gated) Kanal Blocker - um nur einige Wege zu nennen. 
[146, 147] Der Zustand, der durch Ketamin erreicht wird bezeichnet man als "dissoziative 
Anästhesie", d.h. Analgesie und Amnesie bei z.T. erhaltenem Bewusstsein und 
Schutzreflexen. [148] Das optisch aktive Ketamin wird aufgrund der 2-fach stärkeren Wirkung 




intraoperative Spontanbewegungen) vor allem als reines S-Enantiomer verwendet anstatt als 
Razemat. [149, 150] Auch die Metabolisierung zu dem ebenfalls pharmakologisch aktiven 
Metaboliten Norketamin im Sinne einer N-Demethylierung erfolgt stereoselektiv entweder 
durch CYP3A4 oder CYP2B6. [151, 152] So metabolisiert CYP3A4 S-Ketamin schneller, 
während CYP2B6 beide Isoformen in gleicher Weise verstoffwechselt. Der andere 
Hauptmetabolit, der durch CY2B6 entsteht ist Dehydronorketamin. Neben diesen beiden 
Stoffwechselwegen scheinen noch viele Nebenwege zu existieren. [153] Die Ausscheidung 
von Ketamin erfolgt über den Urin. Der größte Teil davon sind glukuronidierte Metabolite (80%) 
und nur 2% Ketamin, 2% Norketamin und 16% Dehydronorketamin werden gefunden. [154]  
 
ABBILDUNG 8 Metabolismus von Ketamin. [152] 
 
Die bei chronischer, missbräuchlicher Verwendung am meisten bekannte Nebenwirkung von 
Ketamin ist eine Zystitis mit entzündlichen Wandveränderungen und Symptomen wie Dysurie, 
Polyurie und Hämaturie. [155] Auf LiverTox® wird für Ketamin außerdem eine hohe 
Wahrscheinlichkeit für das Auftreten von hepatischen und biliären Schäden nach 
Langzeitanwendung angegeben. [54] Es ist ein Fall von ALV bei einer Patientin mit 
Ketaminanwendung zur Therapie chronischer Schmerzen bekannt. [156] Außerdem fallen 
immer wieder junge Ketaminkonsumenten klinisch durch Oberbauchbeschwerden sowie 
Erhöhung von ALT und ALP auf. [157, 158] In einer Studie an 297 Ketaminkonsumenten waren 
bei fast 10% die Leberwerte erhöht. [159] Bildmorphologisch findet man oft eine Dilation des 
Ductus choledochus oder des Ductus hepaticus communis, die sich nach Beendigung des 
Konsums zum Teil normalisierte. [160] Eine Leberbiopsie präsentierte das Bild wie bei einer 




Leberschädigung ist bisher noch nicht viel bekannt. In Versuchen an Ratten konnten man u.a. 
elektronenmikroskopisch mitochondriale Degeneration nachweisen sowie eine Einschränkung 




ABBILDUNG 9 Strukturformel von Thiopental (5-ethyl-5 (1-methylbutyl) -2-thiobarbitursäure)  
 
Auch wenn Thiopental, ein schwefelhaltiges Barbiturat zur Narkoseeinleitung, durch Propofol 
von der Liste der weltweit wichtigsten Medikamente der WHO verdrängt wurde, spielt es bei 
speziellen Indikationen noch eine wichtige Rolle. [115] So kommt es beispielsweise bei der 
intensivmedizinischen Betreuung von Patienten mit der Gefahr oder dem Vorhandensein 
erhöhten Hirndrucks aber auch im refraktären Status epilepticus zum Einsatz. [164] Als 
Barbiturat bindet es an den GABAA-Rezeptor, jedoch an eine andere Bindungsstelle im 
Vergleich zu Benzodiazepinen wie Midazolam, was mit einer gesteigerten Öffnungsdauer des 
Chloridkanals einhergeht. [165] Die sehr kurze Wirkdauer (6 – 16 Minuten) von Thiopental 
lässt sich vor allem mit einer raschen Umverteilung im Gewebe erklären. [166] Der 
Metabolismus erfolgt dann hepatisch zum aktiven Metaboliten Pentobarbital, der in einem 
darauf folgenden Schritt ebenso wie ein Teil von Thiopental zu einer Carbonsäure oder einem 
Alkohol oxidiert und somit inaktiviert wird (s. Abbildung 10). Die genauen enzymatischen 
Schritte sind bisher jedoch noch nicht geklärt. [167]  
 
ABBILDUNG 10 Metabolismus von Thiopental. Modifiziert nach [167]. 
 
Bekannte Nebenwirkungen des Thiopentals sind eine dosisabhängige Atemdepression sowie 
hämodynamische Instabilität. [148] Bisher wurde ein Fall von Leberschädigung nach 
Anwendung von Thiopental beschrieben. [168] LiverTox® gibt an, das Auftreten von 





Häufige und schmerzhafte Prozeduren in der (postoperativen) intensivmedizinischen 
Behandlung sind beispielsweise das Drehen des Patienten, Absaugung der Atemwege oder 
das Legen eines arteriellen Zugangs. [114] Etwa 70% aller Intensivpatienten erinnert sich 
daran Schmerzen gehabt zu haben. [169] Daraus folgen kann eine Stressreaktion des 
gesamten Körpers mit Aktivierung des Sympathikus und z.B. myokardialer Ischämie, daraus 
folgend verlängertem Krankenhausaufenthalt sowie höheren Kosten. [170, 171] Als Opioide 
werden natürliche oder synthetische Substanzen bezeichnet, die morphin-ähnliche 
Eigenschaften besitzen. [172] Sie üben ihren analgetischen Effekt zum einen durch die 
Hemmung der Weiterleitung aufsteigender Schmerzsignale sowie die Aktivierung 
absteigender Schmerzbahnen aus. [173] Ihrer analgetischen Wirkung liegt vor allem die 
Interaktion mit dem µ1-Opioidrezeptor zugrunde, einem G-Protein gekoppeltem Rezeptor, der 
zur Hemmung spannungsabhängigiger Kalziumkanäle und Adenylatcyclase sowie Aktivierung 
von K+-Kanälen  führt. [174] Aufgrund der hohen Lipophilie der Opioide kommt es nach lang 
andauernder Anwendung zur Akkumulation und damit zu einer verlängerten Halbwertszeit. 
Aus diesem Grund wurde der Terminus der kontextsensitiven Halbwertszeit (HWZ) eingeführt. 
Das ist also „die Zeit, die benötigt wird, dass die Plasmakonzentration um 50% nach 
Beendigung der Infusion abfällt“. [175] Die klassischen Nebenwirkungen, die bei allen 
Opioiden auftreten sind unter anderem Atemdepression, Übelkeit, Obstipation und vor allem 
bei schnellwirksamen Opioiden Thoraxrigidität. [176] Auf Livertox® wird für Fentanyl und seine 
Abkömmlinge (Alfentanil, Remifentanil und Sufentanil) kein hepatotoxisches Potenzial 
angegeben. [54] Auch in großen Studien, wie der des DILI Networks, wo von 2004 bis 2013 
über tausend Patienten mit arzneimittelinduziertem Leberversagen beobachtet wurden, war 




ABBILDUNG 11 Strukturformel von Fentanyl (N-(1-Phenethyl-4-piperidyl) propionanilid) 
 
Nachdem das aus dem Schlafmohn extrahierte Morphin jahrelang in Gebrauch war, konnte 
1960 mit der Entwicklung von Fentanyl ein synthetischer µ-Opioidrezeptor-Agonist mit 
vergleichsweise 100-fach stärkerer analgetischer Potenz auf den Markt gebracht werden. Ihm 
sollten später noch weitere Vertreter der Fentanylgruppe wie Remifentanil und Sufentanil 




Intensivmedizin, sondern auch als Komponente der Allgemeinanästhesie und als 
transdermales Pflaster zur Behandlung chronischer Schmerzen. Die intravenöse Zufuhr von 
Fentanyl führt innerhalb von einer Minute einer halbstündigen Analgesie. [177] Metabolisiert 
wird es hauptsächlich durch CYP3A4 zu Norfentanyl, einem Metaboliten mit 
vernachlässigbarer pharmakologischer Aktivität, der renal ausgeschieden wird. [178] Auch 
werden etwa 8% unverändert renal eliminiert. [165] Toxizität in Zusammenhang mit Fentanyl 
ist vor allem im Rahmen der Überdosierung mit nachfolgender Atemdepression bekannt. 
Weiterhin kann ein serotonerges Syndrom bei Kombination mit u.a. selektiven Serotonin 





ABBILDUNG 12 Strukturformel von Remifentanil (3-{4-Methoxycarbonyl-4-[(1-oxopropyl)phenyl-amino]-
1-piperidin}propansäure-methylester) 
 
Remifentanil ist ein Opioid mit starker µ-Rezeptoraffinität und einer analgetischen Potenz, die 
mit der von Fentanyl vergleichbar ist. [180] Seine Besonderheit ist die kontext-sensitive 
Halbwertszeit von 2-3 Minuten, die sich unabhängig von der Dauer der vorangegangenen 
Infusion darstellt. [181] Dies liegt darin begründet, dass eine schnelle Umwandlung durch 
unspezifische Esterasen in Blut und Gewebe zum Metaboliten Remifentanilsäure erfolgt, der 
nur 1/4600 der ursprünglichen Aktivität besitzt. Er wird dann zum größten Teil über die Niere 
ausgeschieden. [182] Über Hepatotoxizität oder andere Organotoxizität von Remifentanil ist 





ABBILDUNG 13 Metabolismus von Remifentanil. Hauptweg ist die Esterspaltung zu Remifentanilsäure  
(GI90291). Als Nebenweg existiert die N-Dealkylierung zu GI94219. [183] 
 
Die schnelle und organunabhängige Verstoffwechslung macht dieses Opioid für die 
intensivmedizinische Anwendung interessant. Zum einen kann so die Erholung schnell 
erfolgen, woraus eine geringere Dauer von invasiver Beatmung und ein verkürzter Aufenthalt 
auf der Intensivstation resultieren. [184, 185] Zum anderen kann es so auch bei 
Leberinsuffizienz eingesetzt werden, da es nicht zur Akkumulation bei verminderter 




ABBILDUNG 14 Strukturformel von Sufentanil (N-[4-(Methoxymethyl)-1-(2-thiophen-2-ylethyl)-4-
piperidyl]-N-phenyl-propanamid) 
 
Nach Fentanyl synthetisierte Paul Janssen 1976 Sufentanil. [188] Dies war die Geburtsstunde 
eines neuen Opioids, das sich durch eine 1.000-fach stärkere analgetische Potenz im 
Vergleich zu Morphin, sowie eine größere therapeutischen Breite auszeichnet. So präsentiert 
es beispielsweise eine höhere hämodynamische Stabilität und eine kürzere Eliminations-
Halbwertszeit. Wie Fentanyl erfolgt der Metabolismus von Sufentanil hauptsächlich durch das 
Enzym CYP3A4 im Sinne einer oxidativen N-Dealkylierung mit folgender renaler Elimination. 





2 Zielstellung  
Unter Verwendung eines etablierten Zytotoxizitätstests auf Basis der humanen 
Hepatozytenzelllinie HepG2/C3A sollen sieben häufig in der Intensivmedizin verwendete 
Hypnotika und Opioide auf medikamenteninduzierte Hepatotoxizität untersucht werden. Dazu 








Die Testung an den Sensorzellen soll in Mikrotiterplatten mit Konzentrationen erfolgen, die in 
Patientenplasma bei Sedierung zu intensivmedizinischen Zwecken mit empfohlenen 
Dosierungen erwartet werden können. Untersucht werden sollen die klinisch relevante 
Konzentration sowie die fünffache und zehnfache Konzentration sowohl in Kulturmedium als 
auch in Plasma. Nach bestimmten Inkubationszeiten soll die Zahl und Vitalität der 
Sensorzellen, das Ausmaß der Freisetzung von Laktatdehydrogenase, der Aktivierungsgrad 
mitochondrialer Enzyme und des Cytochrom P450 Isoenzyms CYP1A2 sowie die 
Proteinsyntheseleistung gemessen werden. Durch den Vergleich mit im reinen Kulturmedium 
oder Plasma mitgeführten Kontrollen soll eine Aussage über den Umfang der in-vitro 
Hepatotoxizität gemacht werden können. 
 
 




3 Material und Methoden  
3.1  Testsubstanzen 
In Tabelle 8 werden die getesteten Hypnotika und Opioide anhand ihrer Zusammensetzung, Pharmakokinetik und Zubereitung aufgelistet. 
 
TABELLE 8  Übersicht der verwendeten Hypnotika und Opioide; C max: klinisch relevante Konzentration, C5x: 5-fach maximale Konzentration, C10x: 10-fach maximale 
Konzentration, DMSO: Dimethylsulfoxid, ML: Medikamentenlösung. 
 
Testsubstanz Midazolam Propofol S-Ketamin Thiopental Fentanyl Remifentanil Sufentanil 
Handelsname Midazolam 
-ratiopharm ®  
5mg / 5 ml 
Injektionsösung 
Propofol- ® Lipuro  
10 mg/ml 
Injektionslösung 
Ketanest ® S  
25 mg/ml 
Injektionslösung 
Thiopental Inresa ®   
500 mg Pulver 
Fentanyl 
-ratiopharm ®  
0,1 mg / 2 ml 
Injektionslösung 
Ultiva ®  
2 mg Pulver 
Sufenta mite ®   
5 µg/ml 
Injektionslösung 
Hersteller ratiopharm GmbH B. Braun AG Pfizer Pharma 
GmbH 
Ospedalia AG ratiopharm GmbH GlaxoSmithKline 
GmbH & Co. KG 
Janssen-Cilag GmbH 

















Plasmaproteinbindung 96 - 97% [118] [190] 97 - 98% [191] 10 - 30% [192] 80 - 84% [193] [194] 84% [195] 92% [195] 93% [195] 
Medikamentenlösung      Auflösen mit 
20 ml Reinstwasser 
 Auflösen mit  
2 ml NaCl 0,9% 
 
Konzentration 1 mg/ml 10 mg/ml 25 mg/ml 250 mg/ml 50 µg/ml 1 mg/ml 5 µg/ml 
Arbeitslösung  16,2 ml NaCl 0,9% 
0,5 ml ML 
13,35 ml NaCl 0,9% 
1,35 ml DMSO 
0,3 ml ML 
14,94 ml NaCl 0,9% 
0,06 ml ML 
14,4 ml NaCl 0,9 %  
0,6 ml ML 
14,7 ml NaCl 0,9% 
0,3 ml ML 
14,975 ml NaCl 0,9% 
22,75 µl ML 
14,7 ml NaCl 0,9% 
0,3 ml ML 
Konzentration 30 µg/ml 200 µg/ml 100 µg/ml 100 mg/ml 1 µg/ml 1,5 µg/ml 100 ng/ml 
pH-Wert 4,47 8,10 4,92 9,68 7,03 5,05 4,76 
Test-
konzentrationen 














 C5x 1.500 ng/ml 10 µg/ml  5 µg/ml 5 mg/ml 50 ng/ml 5 ng/ml 75 ng/ml 
 C10x 3.000 ng/ml 20 µg/ml 10 µg/ml 10 mg/ml 100 ng/ml 10 ng/ml 150 ng/ml 





3.2.1 Master- und Workingzellbank 
Für den Zytotoxizitätstest dieser Arbeit wurden die permanente Hepatoma-Zelllinie 
HepG2/C3A verwendet, die von der American Type Culture Collection (ATCC-CRL-10471) 
bezogen wurde. Ein Vial der Zellen mit 1x107 Zellen/ml wurde ausgesät und soweit kultiviert, 
dass die Kryokonservierung von 140 Röhrchen (Reaktionsgefäße 1,5 ml; Eppendorf 
Deutschland) mit 1x107 Zellen/ 2 ml in flüssigem Stickstoff (Vorlaufbehälter Apollo 2002-2 und 
Biosafe 420 SCB; Cryotherm GmbH Deutschland) bei - 196 °C erfolgen konnte. Das Medium 
während der Kryokonserveriung bestand aus Dulbecco's Modfied Eagle Medium (DMEM; life 
technologies Deutschland), 10% fetalem Kälberserum (FKS; PAA Laboratories Deutschland), 
1% L-Glutamin (2 mM; PAA Laboratories Deutschland) und 10% Dimethylsulfoxid (DMSO 
EMPLURA®; Merck Deutschland), das zur Kryoprotektion diente. Die Zellen wurden Licht- und 
Elektronenmikroskopisch hinsichtlich ihrer Morphologie untersucht. Auch erfolgte eine 
molekulargenetische Diagnostik durch die Firma DIAGENOM GmBH (Rostock), die die Zellen 
der so hergestellten Masterzellbank mit bisher verwendeten HepG2/C3A-Zellen anhand von 
Short-Tandem-Repeats verglich. Weiterhin wurden die Zellkulturüberstände auf 
Kontamination mit Mycoplasmen (MycoAlert™ Mycoplasma Detection Kit; Lonza 
Deutschland) sowie durch das Medizinische Labor auf Bakterien, Pilze und Viren untersucht. 
Danach wurden die unter 3.4 beschriebenen Testabläufe durchgeführt, um die Funktionalität 
der Zellen zu bestimmen. Aus der so hergestellten Masterzellbank wurden zwei Röhrchen zum 
Aufbau einer Workingzellbank verwendet. Dazu wurden die Zellen 20 Tage kultiviert, wodurch 
weitere 20 Kryoröhrchen mit 1x107 Zellen/ml geschaffen werden. Diese wurden 
kryokonserviert wie oben beschrieben.  
3.2.2 Kultivierung 
Für die Versuche wurden einzelne Tubes aus dem Stickstoff genommen, im Wasserbad 
(Memmert Deutschland) bei 37 °C erwärmt und in Auftaumedium (DMEM mit 50% FKS) 
aufgenommen, zentrifugiert (5 min, 900 U/min, 20 °C; Megafuge 1.0 R; Heraeus Sepatech 
GmbH Deutschland), der Überstand verworfen und das Pellet in Kulturmedium resuspendiert. 
Nach Vitalitäts- und Zellzahlbestimmung (s. Abschnitt 3.4.3) wurden die Zellen mit einer 
Konzentration von 5 x 105 Zellen /ml in 25 T Gewebekulturflaschen (Greiner Bio-One 
Deutschland) mit 10 ml in Kulturmedium aus DMEM ausgesät, da sich in Vorversuchen zeigte, 
dass die CYP450 Enzymaktivitäten hier im Vergleich zu anderen Medien besser ausgeprägt 
sind. [205] Diesem Kulturmedium hinzugefügt wurde FKS in einer Konzentration von 10% oder 
15%. In ihm enthalten sind eine Vielzahl von Proteinen, so unter anderem Fibronektin, das die 
Zellanhaftung unterstützt oder α2-Mikroglobulin, das Trypsin neutralisiert und so zur Erholung 
der Zellen nach Passagierung beiträgt. Auch Wachstumsfaktoren wie EGF (epidermal growth 




factor) und PDGF (platelet-derived growth factor) sind darin erhalten und tragen zum 
Zellwachstum und zur Differenzierung bei. Weiterhin zugesetzt wurde 1% L-Glutamin (2 mM) 
sowie 1% Antibiotika-Lösung (Penicillin (10.000 IE/ml)/Streptomycin (10 mg/ml); PAA 
Laboratories Deutschland). 
 
Die Kultivierung der HepG2/C3A Zellen erfolgte im Brutschrank unter 5% CO2-Begasung bei 
37 °C sowie 60%-iger Luftfeuchtigkeit (CO2-Brutschrank; Thermo Fischer Scientific 
Deutschland). Ein Mediumwechsel erfolgte 24 Stunden nach der Revitalisierung, danach 
dreimal pro Woche. Sobald die Zellkultur eine Konfluenz von annähernd 90% erreicht hatte 
wurden die Zellen passagiert. Hierfür wurde das alte Medium mit einer sterilen Pasteurpipette 
(150 mm Glas; VWR Deutschland) abgesaugt, der Zellrasen zweimal mit Phosphat gepufferter 
Salzlösung (Dulbecco's PBS (1x) without Ca & Mg; PAA Laboratories Deutschland) gespült 
und mit 1 ml je 25 T Zellkulturflasche Trypsin-Ethylendiamin-Tetraacetat (Trypsin-EDTA 1x; 
PAA Laboratories Deutschland) für 10 Minuten im Brutschrank inkubiert. Die hierdurch 
abgelösten Zellen wurden in Kulturmedium aufgenommen, zentrifugiert (5 min, 900 U/min, 20 
°C), der Überstand verworfen und das Pellet in Kulturmedium resuspendiert und nach 
Bestimmung von Zellzahl und Vitalität in einer Konzentration von 5 x 105 Zellen/ml erneut 
ausgesät. Die Zellen wurden bis zu 10 Passagen geführt und danach verworfen. 
 
3.3 Gewinnung von Spenderplasma 
Für die Versuche wurde ein Plasmapool aus den Spenden junger Probanden ohne bekannte 
chronische Erkrankungen oder regelmäßige Medikamenteneinnahme hergestellt. Das Vollblut 
wurde mit 50 IE Heparin (Lithium-Heparin; ratiopharm Deutschland) pro ml abgenommen und 
nach einer Ruhezeit von 2 Stunden zentrifugiert (15 Minuten bei 4.000 Umdrehungen/Minute). 
Danach wurde es mittels eines manuellen Plasmaextraktors (LMB Deutschland) separiert und 
gepoolt. Abschließend erfolgte die Sterilfiltrierung des Plasmas durch einen 0,22 µm Filter 
(Disposable Filter Unit FP30/0,2 CA-S). Bis zur weiteren Verwendung erfolgte die Lagerung 
bei - 30 °C (Gefrier-&Kühlschrank Liebherr Österreich) in 10 ml bis 50 ml Tubes (BlueCaps 15 
ml / 50 ml; Greiner Bio-One Deutschland). 
  




3.4 Durchführung des Hepatotoxizitätstests 
3.4.1 Testvorbereitung 
Microtiterplatten 1 und 2 
Vorbereitung 
Für die unter 3.4.3 bis 3.4.5.1 beschriebenen Testparameter wurden die HepG2/C3A Zellen 
nach der Revitalisierung mindestens zwei Wochen in Kulturmedium mit 10% FKS gehalten.  
 
Testdurchführung 
Für den Test wurde wie unter 3.2.2 beschrieben eine Zellsuspension hergestellt, die Zellzahl 
bestimmt und 250.000 Zellen in 250 µl Kulturmedium je Well in zwei 24-Well-Zellkulturplatte 
(Greiner Bio-One Deutschland) ausgesät. Nach mindestens vier Stunden Inkubation im 
Brutschrank, die der Adhäsion der Zellen diente und nach Sichtkontrolle unter dem Mikroskop 
(Lichtmikroskop; Wolovert 30 Standard; HUND GmbH Deutschland) ggf. verlängert wurde, 
erfolgte die Zugabe des Medikaments in Kulturmedium oder Plasma, sodass sich je Well 1 ml 
befand. Ebenso wurden für die Negativkontrollen Zellen in reinem Kulturmedium mit 10% und 
ohne FKS sowie im Plasma mitgeführt. (s. Tabelle 9)  
 






10 µl SL 
Cmax 
990 µl  
Plasma 




50 µl SL 
C5x 
950 µl  
Plasma 




100 µl SL 
C10X 
900 µl Plasma 






10 µl SL 
Cmax 
990 µl  
Plasma 




50 µl SL 
C5x 
950 µl  
Plasma 
50 µl SL 
Kontrolle 
1 ml Plasma 
Kontrolle 






10 µl SL 
Cmax 
990 µl  
Plasma 




100 µl SL 
C10X 
900 µl Plasma 
100 µl SL 
Kontrolle 
1 ml Medium 
10% FKS 
Kontrolle 







50 µl SL 
C5x 
950 µl  
Plasma 




100 µl SL 
C10X 
900 µl Plasma 
100 µl SL 
Kontrolle 
1 ml Medium 
0% FKS 
Kontrolle 
1 ml Medium 
0% FKS 
TABELLE 9 Plattenbelegung im Versuchsaufbau. Cmax: maximale Konzentration; C5x: 5-fache maximale 
Konzentration; C10x 10-fach maximale Konzentrationen der Testsubstanz; SL: Stammlösung (s. 
Abschnitt 3.1), FKS: fetales Kälberserum 




Nach zwei Tagen Inkubation im Brutschrank unter Standardbedingungen wurde den Zellen 
am dritten Tag nach der Aussaat erneut die zu testende Substanz zugeführt. Hierzu wurde 
das alte Medium bzw. Plasma mittels steriler Pasteurpipette abgesaugt, zweimal mit PBS 
gespült und schließlich das Medikament in Kulturmedium nach dem Schema in Tabelle 9 
zugegeben. Die Zellen, die Tag eins bis drei mit Plasma kultiviert wurden erhielten einen 
Wechsel auf Kulturmedium. Es schlossen sich zwei Tage Inkubation im Brutschrank an. Am 




Für die unter 3.4.5.2 beschriebene Bestimmung der Aktivität des Cytochrom P450-Isoenzyms 
CYP1A2 wurden HepG2/C3A Zellen nach der Revitalisierung mindestens zwei Wochen in 
Kulturmedium mit 15 % FKS gezüchtet, da mit steigender FKS-Konzentration die Aktivität von 
CYP450 Enzymen gesteigert wird. [206] Darauf folgte eine Woche Anzucht in Kulturmedium, 
das zusätzlich mit 3-Methylcholantren (3-MC 98%; Sigma-Aldrich Deutschland) in einer 
Konzentration von 2,68 mg/l versetzt wurde. Die Zugabe von 3-MC erfolgte, da es zu einer 20- 
bis 30-fachen Steigerung der Cytochromaktivität führt. [207] 
 
Testdurchführung 
Für den Test wurde wie unter 3.2.2 beschrieben eine Zellsuspension hergestellt, die Zellzahl 
bestimmt und 250.000 Zellen in 1000 µl Kulturmedium mit 15 % FKS und 3-MC in einer 
Konzentration von 5,36 mg/l in eine 24-Well-Zellkulturplatte ausgesät. Während der nächsten 
zwei Tage erhielten die Zellen täglich einen Wechsel dieses Mediums. Am dritten Tag nach 
der Aussaat wurde der Überstand abgesaugt, zweimal mit PBS gespült und schließlich das 
Medikament in 1000 µl Kulturmedium mit 15 % FKS oder Plasma je Well nach dem Schema 
in Tabelle 9 zugegeben. Nun folgten zwei Tage Inkubation im Brutschrank. Am sechsten Tag 
nach der Aussaat wurde der unter 3.4.5.2 beschriebene Test durchgeführt. 
 
3.4.2 Bestimmung des pH-Werts 
Da unphysiologische pH-Werte Einfluss auf das Zellwachstum und die Vitalität nehmen 
können, wurde der pH-Wert sowohl der Medikamentenzubereitung als auch der 
Testsubstanzen in allen Konzentrationen im Plasma und Medium wie auch der 
Negativkontrollen bestimmt. Hierzu wurde die Bestimmung aus 200 µl der entsprechenden 
Lösung bei 37°C in Eppendorfgefäßen (Reaktionsgefäße 1,5 ml; Eppendorf Deutschland) mit 
dem pH-Messgerät (inoLab pH7310, WTW Deutschland) durchgeführt. 
  




3.4.3 Bestimmung der Vitalität und Proliferation 
Bestimmung von Zellzahl und Vitalität 
Die Trypanblaufärbung ist eine schnelle und einfach durchzuführende Methode zur 
Bestimmung der Zellzahl. Sie funktioniert im Sinne einer Ausschlussfärbung, da der 
anionische Farbstoff aufgrund seiner Größe (M = 960,8 g/mol) ausschließlich die Membran 
abgestorbener Zellen durchdringen, an deren Zellproteine binden und sie somit blau färben 
kann. Es ist allerdings zu bedenken, dass Trypanblau selbst über eine zytotoxische Wirkung 
verfügt, weswegen die Einwirkdauer möglichst gering gehalten werden soll [208, 209]. Zur 
Bestimmung der Zellzahl wurde der Überstand jedes Wells und die darin enthaltenen, nicht 
adhärenten Zellen in je ein Blue Cap überführt. Die adhärenten Zellen wurden durch Inkubation 
mit 500 µl Trypsin-Lösung (10 Minuten bei 37 °C, 5% CO2, 60% Luftfeuchtigkeit) gelöst und in 
die entsprechenden Blue Caps gebracht. Anschließend wurde das durch Zentrifugation (5 
Minuten bei 153 g) gewonnene Zellpellet in Zellkulturmedium resuspendiert. Die so 
gewonnene Zellsuspension aus ursprünglich adhärenten und nicht-adhärenten Zellen wurde 
ggf. mit PBS verdünnt und mit Trypanblau (Trypanblau 0,4%; Sigma Aldrich Deutschland) im 
Verhältnis 1:1 gefärbt. Zur Zählung wurden 10 µl dieser gefärbten Suspension in eine Einweg-
Zählkammer aus Kunststoff (C-Chip Neubauer improved DHC-NO1; Peqlab Deutschland) mit 
der Einteilung nach Neubauer pipettiert. Das Zählraster der Kammer besteht aus neun 
Quadraten mit einem definierten Volumen von je 0,1 mm³, wovon die lebendigen Zellen der 
vier Eckquadrate ausgezählt wurden. Aus den Werten der vier Einzelquadrate wurde der 
Mittelwert gebildet und die Lebendzellzahl pro ml über die folgende Formel berechnet: 
𝐿𝑒𝑏𝑒𝑛𝑑𝑧𝑒𝑙𝑙𝑧𝑎ℎ𝑙 / 𝑚𝑙 = 𝑀𝑖𝑡𝑡𝑒𝑙𝑤𝑒𝑟𝑡 𝑥 𝑉𝑒𝑟𝑑ü𝑛𝑛𝑢𝑛𝑔𝑠𝑓𝑎𝑘𝑡𝑜𝑟 𝑥 104 
Die Gesamtzellzahl ergibt sich nach Zählung der nicht gefärbten, toten Zellen durch folgende 
Gleichung: 
𝐺𝑒𝑠𝑎𝑚𝑡𝑧𝑒𝑙𝑙𝑧𝑎ℎ𝑙/𝑚𝑙 = 𝐿𝑒𝑏𝑒𝑛𝑑𝑧𝑒𝑙𝑙𝑧𝑎ℎ𝑙 + 𝑇𝑜𝑡𝑧𝑒𝑙𝑙𝑧𝑎ℎ𝑙  
 
Die Vitalität wurde aus dem Quotienten zwischen Lebendzellzahl und Gesamtzellzahl (Summe 




× 100  
 
Freisetzung von Laktatdehydrogenase (LDH) 
Eine weitere Möglichkeit der Quantifizierung des Zelltods stellt die Bestimmung der 
Laktatdehydrogenase (LDH) dar. Es ist ein Enzym des anaeroben Stoffwechsels, das im 
Zytoplasma aller Zellen vorhanden ist und tritt bei Membranschädigung in das Kulturmedium 
über. Die Bestimmung der LDH-Aktivität erfolgte nach drei und nach sechs Tagen Inkubation 




mit der Testsubstanz aus 200 µl Zellkulturüberstand am EDV-gestützten Analyseautomaten 
(Cobas Mira plus; Roche Diagnostics Deutschland) nach der optimierten Standardmethode 
der International Federation of Clinical Chemistry (IFCC). [210] Es handelt sich dabei um einen 
kinetisch-optischen Test, der die sich auf die folgende Reaktionsgleichung stützt: 
 
𝐿 − 𝐿𝑎𝑘𝑡𝑎𝑡 + 𝑁𝐴𝐷+ → 𝑃𝑦𝑟𝑢𝑣𝑎𝑡 + 𝑁𝐴𝐷𝐻 + 𝐻+ 
 
Nach vollautomatisierter Zugabe des Reagenzes (LT-SYS® Deutschland) bestehend aus N-
Methyl-D-Glutamine, L-Laktat, β-Nikotinamiddinukleotid (NAD+), HCl und NaCl erfolgt die 
Messung der Extinktion bei 340 nm Wellenlänge, deren Abnahme eine Protonierung des 
Coenzyms NAD+ zu NADH + H+ und damit indirekt die Enzymaktivität widerspiegelt. Zur 
internen Richtigkeitskontrolle wurde das Gerät bei jeder Messung mittels Multikalibrator (LT-
SYS® Deutschland) neu kalibriert und anhand von Kontrollseren (normal und abnormal; LT-
SYS® Deutschland) überprüft.  
 
3.4.4 Mikroalbumin-Bestimmung 
Unter Mikroalbumin-Bestimmung versteht man Erfassung sehr geringer Mengen Albumins (20 
- 200 mg/l). Die Bildung von Albumin ist ein Parameter für vitale Hepatozyten, so auch für 
HepG2-Zellen. Die Mikroalbuminkonzentration wurde durch das Medizinische Labor Rostock 
aus 200µl Zellkulturüberstand, der in sterile Eppendorfgefäße überführt und bis zum 
Analysezeitpunkt bei -20 °C gelagert worden waren, bestimmt. Die verwendete Methode 
beruht auf der Standardmethode der Deutschen Gesellschaft für Klinische Chemie, der eine 
Reaktion zwischen Albumin und Anti-Albumin-Antikörpern zugrunde liegt. Dabei wird die 
Zunahme des Streulichts durch die Komplexbildung mit einem Nephelometer (Image 800; 
Beckman-Coulter, Deutschland) gemessen (kinetische Immunnephelometrie).  
 
3.4.5 Aktivität von Enzymsystemen 
3.4.5.1 Bestimmung der Aktivität mitochondrialer Dehydrogenasen 
Der XTT-Test ist ein klassischer Viabilitätstest zur Darstellung der Aktivität mitochondrialer 
Dehydrogenasen. Das Reaktionsprinzip ist die Reduktion des Tetrazolium-Salzes XTT 
(Natrium-3’-(1-phenylaminocarbonyl)-3,4-tetrazolium-bis-(4-methoxy-6-nitro)-benzesulphon-
säure) zu orangefarbenem Formazan, welches, im Gegensatz zu dem Produkt des ähnlich 
ablaufenden MTT-Tests, wasserlöslich ist und direkt spektrophotometrisch gemessen werden 
kann. Die Reduktion läuft an der Zelloberfläche ab, wo ein Elektronentransfer von im 
mitochondrialen Citratzyklus gebildetem NADH über Plasmamebran-Oxidoreduktasen auf 




XTT unter Zuhilfenahme eines intermediären Elektronenakzeptors, Phenazinmethosulfat 
(PMS), erfolgt. [211, 212] 
 
ABBILDUNG 15 Schematische Darstellung des vermuteten Mechanismus des XTT-Tests. Erklärung s. 
Text. Modifiziert nach [212]. 
Der Test auf Basis des Cell Proliferation Kits II (Roche Diagnostics GmbH Deutschland) wurde 
jeweils zweifach durchgeführt: zum einen wurde der Überstand der Zellkultur verwendet, 
wodurch die Zellen, die sich im Rahmen der Schädigung abgelöst hatten, erfasst werden 
konnten. Diese Variante wird im Weiteren als indirekter XTT-Test bezeichnet. Zum anderen 
erfolgte die Bestimmung des Tests der adhärenten Zellen (direkter XTT-Test). Pro Well 
wurden im Sinne einer Doppelbestimmung 2 x 100 µl Überstand oder Zellsuspension 
entnommen und in eine durchsichtige 96-Well-Platte (Cellstar Greiner Bio-One) überführt. Es 
wurde eine Lösung aus 5 ml XTT Reagenz (labeling reagent, 1 mg/ml XTT in Roswell Park 
Memorial Institute (RPMI)-Medium) und 0,1 ml Kopplungsreagenz (electron-coupling reagent; 
0,383 mg/ml Phenazinmethosulfat in PBS) hergestellt, von der je Well 100 µl hinzugegeben 
wurden. Anschließend erfolgte nach 1 h (direkter XTT-Test) bzw. 24 h (indirekter XTT-Test) 
Inkubation im Brutschrank die photometrische Messung bei einer Referenzwellenlänge von 
690 nm und einer Absorptionswellenlänge von 450 nm (Anthos Reader 2010; Biochrome Ltd. 
Vereinigtes Königreich).  




3.4.5.2 Bestimmung der Aktivität von CYP1A2 
Die Aktivität der Isoenzyme CYP1A1 und 2 der Cytochrom P450 Familie kann mit Hilfe des 
Ethoxyresorufin-O-Deethylase (EROD) Tests bestimmt werden. [213] Hierbei erfolgt die in 
Abbildung 16 dargestellte Reaktion, bei der eine Oxidierung der -CH2-Gruppe von 7-
ethoxyresorufin (7-ER) zu einer -CHOH Gruppe erfolgt. Da diese -CHOH Gruppe instabil ist, 
zerfällt sie zu einem Hemiacetal und gibt Resorufin frei, dessen Fluoreszenz gemessen 
werden kann. Da bei ausreichend hoher 7-ER Konzentration die Reaktionsgeschwindigkeit 
annährend ihr Maximum erreicht kann aus der Intensität der Fluoreszenz auf die Konzentration 
des katalysierenden CYP-Enzyms rückgeschlossen werden. [214] 
 
ABBILDUNG 16  Reaktionsprinzip des Ethoxyresorufin-O-deethylase (EROD) Tests; das ebenfalls 
entstehende Acetaldehyd ist nicht dargestellt. [214] 
 
Zu Beginn erfolgte das Absaugen des Zellkulturüberstands und zweimalige Spülen mit PBS. 
Nachfolgend wurden 500 µl pro Well einer Lösung bestehend aus 8 µmol/l Ethoxyresorufin 
(Resorufin Ethyl Ether; Invitrogen Deutschland), 10 µmol/l Dicumarol (Sigma Aldrich 
Deutschland) und DMEM zugegeben, mit der die Zellen im Brutschrank unter 
Standardbedingungen eine Stunde inkubiert wurden. Im Anschluss wurden im Sinne eine 
Doppelbestimmung aus jedem Well 2 x 75 µl des Überstandes entnommen und in eine 
schwarze 96-Well-Platte überführt. Nun wurden die Zellen mit 15 µl je Well einer 
Natriumacetat-Puffer-Lösung (Natriumacetat-Puffer pH 4,66; Bernd Kraft GmbH, 
Deutschland), die 15 Fishman Units β-Glucuronidase und 120 Roy Units Arylsulfatase (β-
Glucuronidase-Arylsulfatase; Roche Diagnostics Deutschland) enthielt, drei Stunden im 
Thermoshake (Shaker Thermostat DTS-4; ELMI Ltd. Lettland) bei 600 Umdrehungen pro 
Minute und 37 °C inkubiert. Diese Lösung sollte zur Hydrolyse möglicher Resorufin-Konjugate 
führen. Abschießend wurden 200 µl Ethanol (Ethanol absolute EMSURE®; Merck 
Deutschland) in jedes Well gegeben um die Reaktion zu stoppen und am Fluoreszenz-Reader 
(Fluoroskan Ascent; Thermo Labsystems Deutschland) bei einer Exzitationswellenlänge von 
530 nm und einer Emissionswellenlänge von 584 nm gemessen. Zur Quantifizierung der 




Ergebnisse wurde eine Resorufinstandardreihe mitgeführt, die durch Verdünnung von 
Resorufin (in den Konzentrationen 0 pmol, 10 pmol, 20 pmol, 40 pmol und 80 pmol) in 
Kulturmedium geschaffen wurde. Anhand einer linearen Regressions-Kurvengleichung durch 
die Resorufin-Kalibierkurve konnten so die Resorufin-Mengen bestimmt werden. 
 
3.5 Statistik 
Die Datenanalyse erfolgte mittels des Statistikprogramms SPSS für Windows 22.0 (IBM 
Vereinigte Staaten). Zunächst wurden alle Daten mit dem Kolmogorov-Smirnov-Test auf 
Normalverteilung überprüft. Nicht-normalverteilte Daten wurden deskriptiv als Median mit der 
25. und 75. Perzentile dargestellt. Zum Vergleich der zentralen Tendenzen wurden zwei 
nichtparametrische Tests für unabhängige Stichproben durchgeführt. Zunächst der Kruskal-
Wallis-Tests für mehrere Stichproben sowie nachfolgend der Mann-Whitney-U-Tests zum 





4 Ergebnisse  
Im Folgenden werden die Ergebnisse der Hepatotoxizitätstestung der Hypnotika und Sedativa 
(Midazolam, Propofol, S-Ketamin und Thiopental) sowie der Opioide (Fentanyl, Sufentanil und 
Remifentanil) dargelegt. 
 
4.1 Hypnotika und Sedativa 
4.1.1 pH-Wert 
Der pH-Wert des Zellkulturmediums lag bei 7,8 und der des gepoolten Spenderplasmas bei 
7,7. Die pH-Werte der reinen Testsubstanzen waren sowohl stark basisch (Thiopental pH 10,6 
und Propofol pH 8,0) als auch sauer (Midazolam pH 3,4 und S-Ketamin pH 3,9). In der 
Zubereitung im Medium (Cmax bis C10x) waren die pH-Werte –  mit Ausnahme von Thiopental 
in der höchsten Konzentration (pH 8,0) – jedoch nicht signifikant vom reinen Zellkulturmedium 
verschieden (pH 7,7 bis 7,8) (s. Anhang Tabelle 18). Im Plasma waren die pH-Werte von Cmax 
bis C10x im Vergleich zum Medium höher (pH 7,7 – 8,0) und einige 
Medikamentenkonzentrationen signifikant höher als der Wert des Plasmas – Thiopental sogar 
über alle Konzentrationen. (s. Anhang Tabelle 19) 
 
4.1.2 Vitalität und Proliferation 
Zellzahl im Medium 
In der Kultur im Medium konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen der Zellzahl der 
Negativkontrolle (683 x10³ Zellen pro ml) und der klinisch relevanten Konzentrationen (Cmax) 
der Testsubstanzen festgestellt werden (712 bis 775 x10³ Zellen pro ml, s. Abbildung 17A). 
Auch mit steigender Konzentration Cmax bis C10x zeigte sich keine signifikante Abnahme der 
Zellzahl. Im Gegenteil präsentierten Midazolam und Propofol mit 905 und 835 x10³ Zellen pro 
ml signifikant erhöhte Zellzahlen in der höchsten Konzentration (C10x) (s. Abbildung 17B und 







ABBILDUNG 17 Zellzahl nach 6-tägiger Inkubation im Medium. 
A│ Hypnotika und Sedativa in klinisch relevanten Konzentrationen CMAX 
B│ Aufsteigende Konzentration von Propofol (CMAX - C10x) 










Zellzahl im Plasma 
Im Plasma wuchsen in allen Versuchen weniger Zellen als im Medium. Die Negativkontrolle 
im Plasma enthielt 650 x10³ Zellen pro ml – im Medium dagegen 683 x10³ Zellen pro ml. In 
der klinisch relevanten Konzentration (Cmax) waren die Zellzahlen im Durchschnitt um 20% 
geringer als bei gleicher Konzentration im Medium. Im Vergleich zur Negativkontrolle mit 
Plasma war die Zahl nicht der mit Cmax bis C10x inkubierten Zellen nicht signifikant vermindert. 
Die schon im Medium aufgefallene Zunahme der Zellzahl bei Propofol mit steigender 
Konzentration konnte auch im Plasma beobachtet werden. In der Konzentration C5x und C10x 
war die Zellzahl signifikant höher als im Plasma (810 und 830 x10³ Zellen pro ml).  (s. Anhang 
Tabelle 22)  
 
Vitalität im Medium 
In Gegenüberstellung zur Negativkontrolle, deren Vitalität im Durchschnitt 94% war, zeigten 
alle Substanzen in klinisch relevanter Konzentration (Cmax) eine signifikante 
Vitalitätsminderung. Dies ließ sich am stärksten bei Thiopental (86%) und Propofol (86%) 
beobachten. (s. Abbildung 18)  
Eine weitere Abnahme der Vitalität mit steigender Konzentration konnte bei Thiopental 
beobachtet werden, wo sie von 86% (Cmax) auf bis zu 80% in 10-facher Konzentration (C10x) 
abfiel. (s. Abbildung 19) Bei Propofol war ein entgegengesetzter Trend zu beobachten: die 
Vitalität nahm mit steigender Konzentration (C5x und C10x) im Vergleich zu Cmax zu – blieb 
jedoch stets unterhalb der Negativkontrolle. Die anderen Hypnotika und Sedativa präsentierten 








ABBILDUNG 18 Vitalität nach 6-tägiger Inkubation im Medium. Klinisch relevante Konzentrationen (CMAX) 
der Hypnotika und Sedativa. Es sind Median, 25/75 Perzentil, x als Ausreißer und * p<0,05 gegenüber 
der Negativkontrolle dargestellt. 
 
Vitalität im Plasma 
Die Vitalität der Zellen war im Plasma ohne Medikamentenzugabe mit 90% etwas niedriger als 
im Medium (94%). Entsprechend der Beobachtungen im Medium (ausgenommen Midazolam) 
war auch im Plasma die Vitalität bei allen Substanzen in klinisch relevanter Konzentration 
(Cmax) im Vergleich zur Negativkontrolle signifikant gemindert. Wie schon im Medium 
beobachtet war hier die Vitalität bei Cmax für Propofol (77%) und Thiopental (81%) am 
niedrigsten. Die weitere Vitalitätsminderung mit Zunahme der Konzentration von Thiopental 
war im Plasma noch ausgeprägter als im Medium zu sehen. Bei Propofol zeigte sich – wie 
schon im Medium beobachtet – mit steigender Konzentration eine signifikante Zunahme der 
Vitalität (auf 80% bei C10x). Für Ketamin und Midazolam war keine signifikante 






ABBILDUNG 19  Vitalität nach 6-tägiger Inkubation im Plasma bei aufsteigenden Konzentrationen von 
Thiopental (CMAX - C10x). Es sind Median, 25/75 Perzentil, x als Ausreißer und * p<0,05 gegenüber der 
Negativkontrolle bzw. untereinander dargestellt.  
 
Freisetzung von Laktatdehydrogenase (LDH) im Medium 
In der Negativkontrolle mit Zellkulturmedium lag die Aktivität der Laktatdehydrogenase am 
dritten Tag bei 71 U/l. Nach drei weiteren Tagen verdoppelte sie sich auf 148 U/l. An Tag 3 
lagen die Werte für alle Substanzen in allen Konzentrationen (Cmax bis C10x) mit 36 bis 48 U/l 
unterhalb derer der Negativkontrolle. Das gleiche galt für Tag 6, wo sich die Werte im Vergleich 
zu Tag 3 verdoppelten, mit 80 bis 123 U/l jedoch deutlich unterhalb der Negativkontrolle 
blieben (s. Anhang Tabelle 24 und Tabelle 25). 
 
Freisetzung von Laktatdehydrogenase (LDH) im Plasma 
Die LDH-Aktivität im Überstand der mit gepoolten Spenderplasma inkubierten Zellen lag an 
Tag 3 bei 165 U/l, damit doppelt so hoch wie im Zellkulturmedium (71 U/l). Die LDH-Werte der 
Versuche mit den Testsubstanzen an Tag 3 waren mit 112 bis 221 U/l sogar bis viermal so 
hoch wie zum gleichen Zeitpunkt im Medium. Im Vergleich zur Negativkontrolle waren die LDH-
Aktivitäten für alle Substanzen und Konzentrationen signifikant vermindert (112 bis 138 U/l). 
Einzige Ausnahme bildete Thiopental, wo die LDH-Aktivität in den Konzentrationen Cmax bis 
C10x mit 190 bis 221 U/l signifikant gesteigert war. An Tag 6, wo die Zellen des Plasmaversuchs 
bereits wieder im Medium kultiviert wurden, glich sich auch die LDH-Aktivität der Plasma-
Negativkontrolle an die Medium-Negativkontrolle an (168 vs. 148 U/l). Die LDH-Aktivitäten in 





mit 80 bis 132 U/l verringert, jedoch nur für S-Ketamin in Cmax und C5x signifikant. Die LDH-
Aktivität in den Versuchen mit Thiopental war wie an Tag 3 im Vergleich zu den anderen 
Hypnotika und Sedativa deutlich erhöht, jedoch nun ebenfalls verringert im Vergleich zur 
Negativkontrolle. (s. Anhang Tabelle 26 und Tabelle 27)  
 
4.1.3 Syntheseleistung 
Mikroalbumin im Medium 
Das im Überstand bestimmte Mikroalbumin lag bei der Medium-Negativkontrolle 
durchschnittlich bei 7 mg/l. Im Vergleich dazu zeigte sich bei den allen Testsubstanzen mit 
Ausnahme von Thiopental eine signifikante Erhöhung (s.Abbildung 20).  
 
ABBILDUNG 20  Mikroalbuminkonzentrationen nach 6-tägiger Inkubation im Medium mit klinisch 
relevanten Konzentrationen (Cmax) der Hypnotika und Sedativa. Es sind Median, 25/75 Perzentil, x als 
Ausreißer und * p<0,05 gegenüber der Negativkontrolle dargestellt.  
 
Mit steigender Konzentration (C5x - C10x) nahm die Mikroalbuminkonzentration aller 
Testsubstanzen im Vergleich zu den Werten der einfachen Konzentration (Cmax) um bis zu 
50% ab und befand sich damit im Bereich der Negativkontrolle. (s. Anhang Tabelle 28) 
 
Mikroalbumin im Plasma 
Die Mikroalbuminkonzentration der Plasma-Negativkontrolle war mit 14 mg/l doppelt so hoch 
wie die der Negativkontrolle des Mediums (7 mg/dl). Im Plasma zeigten sich in den klinisch 





mg/l bis 27 mg/l) im Vergleich zu den Versuchen in Medium, jedoch keine signifikante 
Abweichung von der Negativkontrolle. (s. Anhang Tabelle 29)  
 
4.1.4 Aktivität von Enzymsystemen 
Aktivität mitochondrialer Dehydrogenasen (XTT-Test) 
Indirekter XTT-Test im Medium 
Die Extinktion im Überstand (indirekter XTT-Test) der Negativkontrolle lag bei 1,0. Hierzu war 
die Extinktion bei allen Testsubstanzen in der klinisch relevanten Konzentration (Cmax) 
signifikant herabgesetzt. (s. Abbildung 21A) 
Mit steigender Konzentration der Testsubstanzen nahm die Extinktion im indirekten XTT-Test 
weiter ab – jedoch nicht signifikant zu Cmax. Bei Thiopental lagen die Werte in der höchsten 









ABBILDUNG 21  Indirekter XTT-Test (Extinktion) nach 6-tägiger Inkubation im Medium. A│ klinisch 
relevante Konzentrationen (Cmax) der Hypnotika und Sedativa.  
B│ aufsteigende Konzentration von Thiopental (Cmax - C10x). 
Es sind Median, 25/75 Perzentil, x als Ausreißer, * p<0,05 gegenüber der Negativkontrolle und + 








Indirekter XTT-Test im Plasma 
Die Aktivität der mitochondrialen Dehydrogenasen im Überstand bei in Plasma kultivierter 
Zellen lag wie im Medium bei 1 (Negativkontrolle). Im Vergleich hierzu war die Extinktion bei 
Cmax wie im Medium für alle Testsubstanzen signifikant reduziert (0,7 bis 0,9).  Eine signifikante 
Konzentrationsabhängigkeit war jedoch bei keiner Substanz zu verzeichnen. (s. Anhang 
Tabelle 32)  
 
Direkter XTT-Test im Medium 
Die Extinktion im Versuch mit den adhärenten Zellen (direkter XTT-Test) im Medium war in 
der Negativkontrolle 1,5. Dem gegenüber waren die Werte von Midazolam und S-Ketamin in 
den klinisch relevanten Konzentrationen (Cmax) signifikant gemindert. Propofol und Thiopental 
präsentierten keine signifikanten Unterschiede zur Negativkontrolle. (s. Abbildung 22A)  
 
Mit zunehmenden Konzentration stiegen die Extinktionen bei allen Testsubstanzen signifikant 
an. Es näherten sich Midazolam und S-Ketamin der Negativkontrolle an und waren nicht mehr 
signifikant davon verschieden. Propofol und Thiopental überstiegen die Negativkontrolle 
signifikant. Am stärksten ausgeprägt war hierbei Propofol, dessen Werte in der höchsten 









ABBILDUNG 22 Direkter XTT-Test (Extinktion) nach 6-tägiger Inkubation im Medium. 
A│ klinisch relevante Konzentrationen (Cmax) der Hypnotika und Sedativa.  
B│ aufsteigende Konzentration von Propofol (Cmax - C10x). 
Es sind Median, 25/75 Perzentil, x als Ausreißer, * p<0,05 gegenüber der Negativkontrolle und + 









Direkter XTT-Test im Plasma 
Die Extinktion im Versuch der Plasma-Negativkontrolle betrugt etwas mehr als die Hälfte der 
Medium-Negativkontrolle (0,8 vs. 1,5). In klinisch relevanter Konzentration Cmax war die 
Extinktion für alle Testsubstanzen gegenüber der Negativkontrolle gesteigert (0,9 bis 1,2), 
signifikant jedoch nur bei Propofol und Thiopental. Die Werte für Thiopental und Propofol 
waren ebenso wie im Medium vergleichsweise höher als die der anderen Testsubstanzen. 
Eine konzentrationsabhängige Extinktionszunahme ließ sich für alle Substanzen nachweisen, 
signifikant zu Cmax für Propofol und Thiopental. Hier war bei C10x die Extinktion fast doppelt so 
hoch wie in der Negativkontrolle (1,5 bis 1,7 im Vergleich zu 0,8). (s. Anhang Tabelle 33)  
 
Aktivität von CYP1A2 (Ethoxyresorufin-Test) im Medium 
In der Negativkontrolle war eine Resorufin-Konzentration von 3,1 pmol/l zu verzeichnen. Eine 
signifikante Reduktion der Resorufin-Konzentration in der klinisch relevanten Konzentration 
(Cmax) lag lediglich bei S-Ketamin vor (1,4 pmol/l). Thiopental und Propofol hingegen 
präsentierten eine signifikant gesteigerte Aktivität gegenüber der Negativkontrolle (5,7 und 4,5 
pmol/l). Die Resorufinkonzentration von Midazolam war mit 4,2 pmol/l zur Negativkontrolle 
gesteigert, jedoch nicht signifikant. (s.Abbildung 23) 
 
ABBILDUNG 23 Resorufinkonzentration nach 6-tägiger Inkubation im Medium mit klinisch relevanten 







Bei Konzentrationssteigerung der Testsubstanz zeigte sich - mit Ausnahme von S-Ketamin - 
eine Abnahme der CYP1A2-Aktivität im Vergleich zur Ausgangskonzentration. Signifikant war 
dies bei Vergleich von C10x zu Cmax für alle Substanzen mit Ausnahme von S-Ketamin. Somit 
lagen die Werte in der höchsten Konzentration C10x mit 2,2 – 3,1 unterhalb der 
Negativkontrolle. (s. Anhang Tabelle 34) 
 
Aktivität von CYP1A2 (Ethoxyresorufin-Test) im Plasma 
Die Resorufin-Konzentration lag bei im Plasma kultivierten Zellen wie im Medium bei 3 pmol/l. 
Nach Zugabe von Midazolam, Propofol und S-Ketamin in den klinisch relevanten 
Konzentrationen Cmax war die Enzymaktivität im Vergleich zur Negativkontrolle signifikant 
vermindert (1,4 bis 1,7 pmol/l). Nur Thiopental zeigte mit durchschnittlichen Werten von 3,3 
pmol/l keine signifikanten Unterschiede zur Negativkontrolle, es war wie im Medium mit 
höherer Aktivität von CYP1A2 vergesellschaftet. Im Vergleich zum Medium, wo die Aktivität 
von CYP1A2 mit zunehmender Konzentration der Testsubstanzen abfiel, stieg sie im Plasma 
an oder blieb kaum verändert. Midazolam, das im Mediumversuch zu einer starken Abnahme 
der Enzymaktivität geführt hatte, wich in der höchsten Konzentration mit 1,6 pmol/l nicht 




Für die Stammlösungen der Opioide wurden allesamt pH-Werte im sauren Bereich gemessen 
(Fentanyl 4,2 - Remifentanil 3,2 - Sufentanil 3,5). In den untersuchten Konzentrationen Cmax - 
C10x waren jedoch mit pH-Werten von 7,6 - 7,7 keine signifikanten Unterschiede zur 
Negativkontrolle im Medium (7,8) und Plasma (7,7) zu verzeichnen. (s. Anhang Tabelle 18 und 
Tabelle 19) 
4.2.2 Vitalität und Proliferation 
Zellzahl im Medium  
Im Medium zeigten die Zellzahlen in der klinisch relevanten Konzentration Cmax ausschließlich 
bei Sufentanil eine signifikante Erniedrigung (um 30%) zur Negativkontrolle (683 x10³ Zellen 






ABBILDUNG 24 Zellzahlen nach 6-tägiger Inkubation im Medium mit klinisch relevanten Konzentrationen 
(Cmax) Fentanyl, Remifentanil und Sufentanil . Es sind Median, 25/75 Perzentil, x als Ausreißer und * 
p<0,05 gegenüber der Negativkontrolle dargestellt.  
 
Für keines der getesteten Opioide war mit der 5- oder 10-fachen Konzentrationssteigerung 
eine signifikante Veränderung der Zellzahl zur klinisch relevanten Konzentration (Cmax) zu 
sehen. Sufentanil zeigte wie in der Ursprungskonzentration signifikant geminderte Zellzahlen 
und Fentanyl bei C10x eine zur Negativkontrolle signifikant gesteigerte Zellzahl. (s. Anhang 
Tabelle 20) 
 
Zellzahl im Plasma 
In der Plasma-Negativkontrolle war die Zellzahl mit 650 x10³ im Vergleich zum Medium mit 
683 x10³ Zellen pro ml geringer. Nach Zugabe der Testsubstanzen in den klinisch relevanten 
Konzentrationen Cmax nahm die Zellzahl bei Sufentanil und Remifentanil signifikant ab (330 
x10³ und 480 x10³ pro ml). Eine signifikante Konzentrationsabhängigkeit über der 
Konzentrationen C5x - C10x war jedoch nur für Sufentanil zu beobachten (bei C10x 295 x10³ pro 
ml). Remifentanil und Fentanyl unterschieden sich in steigender Konzentration nicht signifikant 







Vitalität im Medium 
Eine signifikante Vitalitätsreduktion im Vergleich zur Negativkontrolle (94%) konnte bei allen 
getesteten Opioidanalgetika in der klinisch relevanten Konzentration (Cmax) nachgewiesen 
werden. Am stärksten ausgeprägt war dies bei Sufentanil (68%), aber auch Remifentanil (77%) 
und Fentanyl (85%) zeigten eine Vitalitätsminderung. (s. Abbildung 25) 
 
ABBILDUNG 25 Vitalität nach 6-tägiger Inkubation im Medium mit klinisch relevanten Konzentrationen 
(Cmax) von Fentanyl, Remifentanil und Sufentanil. Es sind Median, 25/75 Perzentil, x als Ausreißer und 
* p<0,05 gegenüber der Negativkontrolle dargestellt.  
 
In der 5-fachen und 10-fachen Konzentration der Testsubstanzen war die Vitalität nicht 
signifikant von der Vitalität bei Cmax verschieden. Einzig Fentanyl präsentierte eine minimale 
Steigerung der Vitalität (87% statt 85%). (s. Anhang Tabelle 21)  
 
Vitalität im Plasma 
Die Vitalität der Zellkultur bei Anzucht im Plasma (90%) war geringer als im Medium (94%). 
Alle Testsubstanzen führten in der klinisch relevanten Konzentration Cmax zu einer Abnahme 
der Vitalität im Vergleich zur Ausgangskonzentration. Wie auch im Medium war dies bei 
Sufentanil mit einer Vitalität von nur 69% am stärksten ausgeprägt. Aber auch für Remifentanil 
(80%) und Fentanyl (82%) wurden signifikante Vitalitätsminderungen verzeichnet. Wie schon 
im Medium konnte für keines der getesteten Opioide mit Steigerung der Konzentration eine 






Freisetzung von Laktatdehydrogenase (LDH) im Medium 
Im Medium präsentierte sich an Tag 3 lediglich Sufentanil mit signifikant erhöhten (172 U/l) 
LDH-Werten in der Konzentration Cmax im Vergleich zur Negativkontrolle (71 U/l). Remifentanil 
und Fentanyl zeigten Werte im Bereich bzw. unterhalb der Negativkontrolle. (s. Abbildung 
26A). An Tag 6 war eine signifikant vermehrte LDH-Freisetzung bei Cmax von Sufentanil und 
Remifentanil gegenüber der Negativkontrolle zu verzeichnen. Fentanyl war wie schon an Tag 








ABBILDUNG 26 LDH-Freisetzung nach Zugabe klinisch relevante Konzentrationen (Cmax) der Opioide 
A│ nach 3-tägiger Inkubation. 
B│ nach 6-tägiger Inkubation. 
Es sind Median, 25/75 Perzentil, x als Ausreißer und * p<0,05 gegenüber der Negativkontrolle 
dargestellt. 
 
Mit Konzentrationssteigerung (C5x - C10x) nahm die LDH-Freisetzung an Tag 3 und Tag 6 ab, 
jedoch nicht signifikant. (s. Anhang Tabelle 24 und Tabelle 25) 
 
Freisetzung von Laktatdehydrogenase (LDH) im Plasma 
Die LDH-Aktivität im Überstand der mit gepoolten Spenderplasma inkubierten Zellen lag an 
Tag 3 bei 165 U/l, damit doppelt so hoch wie im Zellkulturmedium (71 U/l). Die LDH-Werte der 
Versuche mit den Testsubstanzen an Tag 3 waren mit 165 bis 242 U/l sogar bis viermal so 
hoch wie zum gleichen Zeitpunkt im Medium. Am höchsten lagen die Werte – wie schon im 
Medium - für Sufentanil in der klinisch relevanten Konzentration (Cmax) mit 242 U/l. Ebenso 
signifikant oberhalb der Negativkontrolle lag Fentanyl mit 189 U/l im Plasma. Remifentanil 
unterschied sich nicht signifikant. Für alle Opioide ließ sich keine signifikante 
Konzentrationsabhängigkeit nachweisen.  Nach 6 Tagen unterschieden sich die Werte aller 
Testsubstanzen nicht signifikant von der Negativkontrolle. Eine signifikante 
Konzentrationsabhängigkeit war nur für Remifentanil vorhanden. Hier nahmen die Werte mit 








Mikroalbuminkonzentration im Medium 
Die Mikroalbuminkonzentration der im Medium kultivierten Zellen ohne Testsubstanz lag bei 7 
mg/l. In der klinisch relevanten Konzentration (Cmax) unterschied sich lediglich Fentanyl 
signifikant mit einer mehr als doppelt so hohen Mikroalbuminkonzentration von 15 mg/l. In den 
Konzentrationen (C5x - C10x) waren auch die Mikroalbuminwerte für Sufentanil und Remfentanil 
signifikant vermindert. (s. Tabelle 10) Mit zunehmender Konzentration ließ sich für alle Opioide 
eine Abnahme der Mikroalbuminkonzentration im Vergleich zur Ausgangskonzentration 
feststellen, für Fentanyl und Remifentanil war dies signifikant.  
 
 Mikroalbumin [mg/l] 
Testsubstanz Cmax C5x C10x 
Fentanyl 
(10 ng/ml│50 ng/ml│100 ng/ml) 
15,00 * 
13,00 / 15,80 
13,20 * 
7,79 / 15,20 
10,30 * 
7,92 / 12,00 
Remifentanil 
(15 ng/ml│75 ng/ml│150 ng/ml) 
6,63 
5,26 / 7,52 
5,07 * 
3,00 / 6,95 
4,69 * 
3,05 / 5,48 
Sufentanil 
(1 ng/ml│5 ng/ml│10 ng/ml) 
6,52 
5,20 / 11,70 
5,52 * 
4,71 / 6,18 
4,47 * 
4,02 / 6,85 
Negativkontrolle 7,01 
6,47 / 8,20 
TABELLE 10 Mikroalbuminkonzentration nach 6-tägiger Inkubation im Medium mit klinisch relevanten 
Konzentrationen (Cmax) von Fentanyl, Remifentanil und Sufentanil . Es sind Median, 25/75 Perzentil 
und * p<0,05 gegenüber der Negativkontrolle dargestellt.  
 
Mikroalbuminkonzentration im Plasma 
Die Mikroalbuminkonzentation der Plasmanegativkontrolle lag mit 14 mg/l doppelt so hoch wie 
die der Negativkontrolle des Mediums (7 mg/l). Nach Zugabe von Sufentanil in Cmax sank sie 
mit 6 mg/l auf weniger als 50% signifikant zur Plasmanegativkontrolle ab. Nach Zugabe von 
Fentanyl in Cmax stieg sie signifikant auf das 1,3-fache der Negativkontrolle an (18 mg/l). Einzig 
Remifentanil blieb in der klinisch relevanten Konzentration auf dem Level der Negativkontrolle. 







4.2.4 Aktivität von Enzymsystemen 
Aktivität mitochondrialer Dehydrogenasen (XTT-Test) 
Indirekter XTT-Test im Medium 
Im Überstand des Mediums wurden sowohl für Remifentanil (0,9) als auch für Sufentanil (0,9) 
eine signifikant verminderte Extinktion im Vergleich zur Negativkontrolle (1,0) gemessen. 
Fentanyl zeigte sich mit 1,0 im Bereich der Negativkontrolle.  (s. Abbildung 27) 
 
 
ABBILDUNG 27 Indirekter XTT-Test (Extinktion) nach 6-tägiger Inkubation im Medium mit klinisch 
relevanten Konzentrationen (Cmax) von Fentanyl, Remifentanil und Sufentanil . Es sind Median, 25/75 
Perzentil, x als Ausreißer und * p<0,05 gegenüber der Negativkontrolle dargestellt. 
 
Mit steigender Medikamentenkonzentration zeigte sich für alle Substanzen eine Abnahme der 
Extinktion im XTT-Test (s. Anhang Tabelle 30). Am stärksten war dies bei Sufentanil zu 
beobachten, dessen Extinktionswerte in 10-facher Konzentration auf beinahe 80% des Werts 






ABBILDUNG 28 Indirekter XTT-Test (Extinktion) nach 6-tägiger Inkubation im Medium mit aufsteigender 
Konzentration von Sufentanil (Cmax - C10x). Es sind Median, 25/75 Perzentil, x als Ausreißer und * 
p<0,05 zur Negativkontrolle bzw. zueinander dargestellt. 
 
Indirekter XTT-Test im Plasma 
Sowohl für die Negativkontrolle als auch die Testsubstanzen unterschieden sich zwischen 
Plasma und Medium kaum. Im Überstand des Plasmas wurde eine Extinktion von 0,98 
gemessen werden (im Medium 1,0). Nach Zugabe von Remifentanil und Sufentanil waren wie 
im Medium sowohl in Cmax als auch in C5x - C10x signifikant niedrigere Werte als in der 
Negativkontrolle zu verzeichnen. Die zunehmende Konzentration führte im Gegensatz zum 
Medium nicht zu einer weiteren Abnahme der Extinktion. Fentanyl war (mit Ausnahme der 10-
fachen Konzentration) in allen Konzentrationen nicht signifikant unterschiedlich zur 
Negativkontrolle. (s. Anhang Tabelle 32) 
  
Direkter XTT-Test im Medium 
Die Aktivität der mitochondrialen Dehydrogenasen der adhärenten Zellen, die mit der klinisch 
relevanten Konzentration (Cmax) der Opioide inkubiert wurden, wies im Medium keine 
signifikante Abweichung zum Wert der Negativkontrolle (1,5) auf. (s. Anhang Tabelle 31) 
 
In den Konzentrationen (C5x - C10x) stiegen die Extinktionswerte für alle Testsubstanzen im 







Direkter XTT-Test im Plasma 
Die Aktivität der mitochondrialen Dehydrogenasen der adhärenten Zellen, die im Plasma 
kultiviert wurden war fast nur halb so hoch wie die der im Medium kultivierten (0,79 bzw. 1,51). 
Im Gegensatz zum Medium wo es mit Ausnahme von Fentanyl in der 10-fachen Konzentration 
keine signifikanten Unterschiede zur Negativkontrolle gegeben hatte, wies im Plasma Fentanyl 
in allen Konzentrationen eine höhere Extinktion als die Negativkontrolle auf (> 1,0). Die 
Zunahme der Extinktion mit steigender Konzentration, die schon im Medium beobachtet wurde 
konnte auch im Plasma verzeichnet werden. (s. Anhang Tabelle 33) 
 
Aktivität von CYP1A2 (Ethoxyresorufin-Test) im Medium 
Ein signifikanter Unterschied in der Resorufinkonzentration zur Negativkontrolle (3,1 pmol/l) 
konnte bei den Versuchen im Medium nur für Remifentanil beobachtet werden, bei dem sich 
eine signifikant geminderte CYP1A2 Aktivität zeigte (2,7 pmol). (s. Anhang Tabelle 34) 
 
Mit steigender Konzentration war eine Abnahme der CYP1A2-Aktivität für alle getesteten 
Medikamente zu beobachten. (s. Anhang Tabelle 34) Am stärksten ausgeprägt war dies bei 
Remifentanil, wo die Resorufinkonzentration in der höchsten (C10x) Konzentration um 20% 
vermindert war. (s. Abbildung 29) 
 
ABBILDUNG 29  Resorufinkonzentration nach 6-tägiger Inkubation im Medium mit aufsteigender 
Konzentration von Remifentanil (Cmax - C10x). Es sind Median, 25/75 Perzentil, x als Ausreißer und * 







Aktivität von CYP1A2 (Ethoxyresorufin-Test) im Plasma 
Die Aktivität von CYP1A2 der im Plasma kultivierten Zellen unterschied sich mit 2,98 pmol/l 
Resorufin kaum von der im Medium kultivierter (3,09 pmol/l). Die Aktivitätsminderung nach 
Zugabe der Testsubstanzen war im Plasma jedoch ausgeprägter zu sehen als im Medium. So 
betrug die CYP1A2-Aktivität in der klinisch relevanten Konzentration von Fentanyl nur ein 
Drittel der Negativkontrolle (1,02), die von Remifentanil etwas mehr als die Hälfte (1,64) und 
auch bei Sufentanil war sie signifikant gemindert (2,21). Im Gegensatz zum Medium jedoch, 
wo mit steigender Konzentration die Enzymaktivität weiter gemindert wurde, kam es in den 
Plasmaversuchen zu einer leichten Aktivitätszunahme gegenüber der Ausgangskontrolle bei 







4.3.1 Midazolam  
Bei Midazolam war auffällig, dass die Synthese von Mikroalbumin in allen Konzentrationen 
etwa um das 2-fache zur Negativkontrolle gesteigert war. Die Zellzahl war nicht vermindert, 
die Werte der Laktatdehydrogenase nicht erhöht und die Vitalität nur geringfügig 
beeinträchtigt. Auch die Aktivität von CYP1A2 war nicht von der Negativkontrolle signifikant 
verschieden. Einzig die Aktivität mitochondrialer Dehydrogenasen war sowohl in Überstand 
als auch in den adhärenten Zellen signifikant gemindert und nahm mit 
Konzentrationssteigerung noch weiter ab. 










pH M 7,75 7,71 7,71 7,82 
 P 7,66 7,63 7,88 * 7,74 
Zellzahl [x10³/ml] M 683 775 1000 * 905 * 
 P 650 590 595 750 
Vitalität [%] M 94,12 91,55* 89,89 * 92,80 
 P 90,91 90,07 89,50 88,23 
LDH [U/l]  
 
Tag 3 M 70,50 43,50 * 39,00 * 36,00 * 
 P 165,00 125,50 * 128,50 * 124,50 * 
Tag 6 M 147,50 122,50 94,00 * 92,00 * 
  P 168,00 98,00 97,00 92,00 
Mikroalbumin [mg/l] M 7,01 17,10 * 14,20 * 13,30 





indirekt M 0,98 0,73 * 0,72 * 0,68 * 
 P 1,01 0,70 * 0,69 * 0,70 * 
direkt M 1,51 1,05 * 1,29 1,48   
  P 0,79 1,01 1,23 *  1,22 * 
Resorufin [pmol/l] M 3,09 4,17 3,18 2,71 
 P 2,98 1,66 * 1,68 * 1,61 * 
 
TABELLE 11 Übersicht des Hepatotoxizitätstest für Midazolam in den Konzentrationen Cmax - C10x im 
Medium (M) und Plasma (P). Es sind Median und * p<0,05 gegenüber der Negativkontrolle 






Eine reduzierte Vitalität und verminderte Aktivität mitochondrialer Dehydrogenasen im 
Überstand konnte für Propofol in allen Konzentrationen verzeichnet werden, wohingegen die 
Zellzahl nie vermindert, sondern in der höchsten Konzentration sogar gesteigert war. Im 
Medium lag eine Aktivitätssteigerung für CYP1A2 vor, im Plasma war CYP1A2 vermindert 
aktiv. Mikroalbumin wurde bei in Propofol inkubierten Zellen vermehrt produziert oder zeigte 
keinen Unterschied. Die Werte der Laktatdehydrogenase waren stets unterhalb der 
Negativkontrolle. Der pH-Wert wich nicht signifikant von reinem Medium oder Plasma ab.  










pH M 7,75 7,69 7,73 7,69 
 P 7,66 7,64 7,68 7,68 
Zellzahl [x10³/ml] M 683 775 750 835 * 
 P 650 590 595 750 
Vitalität [%] M 94,12 86,02 * 84,87 * 87,07 * 
 P 90,91 77,07 * 76,61 * 80,93 * 
LDH [U/l]  
 
Tag 3 M 70,50 44,00 * 43,50 * 40,00 * 
 P 165,00 129,00 * 135,00 * 138,00 
Tag 6 M 147,50 103,00 * 90,00 * 80,00 * 
  P 168,00 89,00 97,00 97,00 
Mikroalbumin [mg/l] M 7,01 12,30 * 7,24 6,25 





indirekt M 0,98 0,73 * 0,72 * 0,68 * 
 P 1,01 0,70 * 0,69 * 0,70 * 
direkt M 1,51 1,52 1,69 * 1,89 * 
  P 0,79 1,10 * 1,51 * 1,49 * 
Resorufin [pmol/l] M 3,09 4,49 * 4,41 * 3,06 
 P 2,98 1,73 * 2,44 * 2,36 * 
 
TABELLE 12 Übersicht des Hepatotoxizitätstest für Propofol in den Konzentrationen Cmax - C10x im 
Medium (M) und Plasma (P). Es sind Median und * p<0,05 gegenüber der Negativkontrolle 






Nach Zugabe von S-Ketamin wurde eine verminderte Vitalität, Aktivität mitochondrialer 
Dehydrogenasen im Überstand sowie des CYP1A2 Systems bestimmt. Die Synthese von 
Mikroalbumin im Medium war gesteigert. Im Bereich der Negativkontrolle befanden sich 
Zellzahl, Werte der Laktatdehydrogenase und des pH-Werts im Medium. 










pH M 7,75 7,70 7,79 7,81 
 P 7,66 7,64 7,74 *  7,73 * 
Zellzahl [x10³/ml] M 683 712 720 750 
 P 650 690 595 565 
Vitalität [%] M 94,12 90,14 * 88,12* 88,10 * 
 P 90,91 83,55 * 83,58 * 83,73 * 
LDH [U/l]  
 
Tag 3 M 70,50 37,00 * 38,00 * 37,00 * 
 P 165,00 124,00 * 121,00 * 112,00 * 
Tag 6 M 147,50 97,00 * 98,00 * 91,00 
  P 168,00 80,00 * 83,00 * 96,00 
Mikroalbumin [mg/l] M 7,01 16,90 * 9,31 * 8,43 





indirekt M 0,98 0,78 * 0,79 * 0,73 * 
 P 1,01 0,76 * 0,80 * 0,78 * 
direkt M 1,51 1,12 * 1,29 1,38 
  P 0,79 1,01 1,19 1,21 
Resorufin [pmol/l] M 3,09 1,35 * 1,74 * 1,74 * 
 P 2,98 1,63 * 1,67 * 1,87 * 
 
TABELLE 13 Übersicht des Hepatotoxizitätstest für S-Ketamin in den Konzentrationen Cmax - C10x im 
Medium (M) und Plasma (P). Es sind Median und * p<0,05 gegenüber der Negativkontrolle 






Für Thiopental ließ sich eine konzentrationsabhängige Verminderung in Vitalität feststellen. 
Auch die Aktivität mitochondrialer Dehydrogenasen im Überstand war sowohl im Medium als 
auch im Plasma vermindert, während sie im direkten Zellkontakt gesteigert war. Die CYP1A2- 
Aktivität war sowohl im Medium als auch im Plasma höher als die Negativkontrolle. Im Bereich 
der Negativkontrolle befanden sich Zellzahl, Werte der Laktatdehydrogenase sowie der 
Syntheseleistung von Mikroalbumin. Der pH-Wert war im Vergleich zur Negativkontrolle im 
Plasma sowie in der 10-fachen Konzentration basischer.  










pH M 7,75 7,75 7,79 8,01 * 
 P 7,66 7,71 * 7,95 * 7,76 * 
Zellzahl [x10³/ml] M 683 770 790 610 
 P 650 558 563 550 
Vitalität [%] M 94,12 86,26 * 84,88 * 80,11 * 
 P 90,91 81,82 * 69,97 * 67,21 * 
LDH [U/l]  
 
Tag 3 M 70,50 47,50 46,00 * 43,50 * 
 P 165,00 221,00 * 205,00 * 191,00 * 
Tag 6 M 147,50 122,00 110,00 96,50 * 
  P 168,00 129,50 129,00 131,50 
Mikroalbumin [mg/l] M 7,01 11,30 6,99 5,94 





indirekt M 0,98 0,88 * 0,80 * 0,78 * 
 P 1,01 0,78 * 0,79 * 0,82 * 
direkt M 1,51 1,43 1,87 * 1,76 * 
  P 0,79 1,24 * 1,69 * 1,42 * 
Resorufin [pmol/l] M 3,09 5,72 * 4,74 * 4,44 * 
 P 2,98 3,27 3,20 3,48 * 
 
TABELLE 14 Übersicht des Hepatotoxizitätstest für Thiopental in den Konzentrationen Cmax - C10x im 
Medium (M) und Plasma (P). Es sind Median und * p<0,05 gegenüber der Negativkontrolle 






Fentanyl zeigte eine signifikant verminderte Vitalität bei allen Konzentrationen. In der höchsten 
Konzentration C10x war auch eine signifikant verminderte Aktivität mitochondrialer 
Dehydrogenasen nachweisbar. Eine signifikant gesteigerte Freisetzung von LDH war nur im 
Plasma an Tag 3 nachweisbar. Die Aktivität von CYP1A2 war konzentrationsabhängig 
signifikant vermindert und die Synthese von Mikroalbumin in allen Konzentrationen signifikant 
gesteigert. Im Bereich der Negativkontrolle bzw. im Normbereich lagen die Werte der Zellzahl 
und des pH-Werts.  










pH M 7,75 7,74 7,68 7,68 
 P 7,66 7,67 7,65 7,64 
Zellzahl [x10³/ml] M 683 825 745 873 * 
 P 650 538 593 635 
Vitalität [%] M 94,12 85,31 * 86,32 * 87,65 * 
 P 90,91 82,18 * 82,46 * 82,88 * 
LDH [U/l]  
 
Tag 3 M 70,50 48,00 * 46,00 * 42,00 * 
 P 165,00 188,50 * 187,00 * 196,00 * 
Tag 6 M 147,50 139,00 148,00 124,50 
  P 168,00 143,00 133,50 136,50 
Mikroalbumin [mg/l] M 7,01 15,00 * 13,20 * 10,30 * 





indirekt M 0,98 0,99 0,92 0,88 * 
 P 1,01 0,88 0,91 0,87 
direkt M 1,51 1,64 1,77 1,82 * 
  P 0,79 1,16 1,78 * 1,73 * 
Resorufin [pmol/l] M 3,09 3,07 2,75 * 2,55 * 
 P 2,98 1,02 * 1,22 * 1,49 * 
 
TABELLE 15 Übersicht des Hepatotoxizitätstest für Fentanyl in den Konzentrationen Cmax - C10x im 
Medium (M) und Plasma (P). Es sind Median und * p<0,05 gegenüber der Negativkontrolle 






Der Minderung der Viabilität der Zellen nach Inkubation mit Remifentanil stellte sich durch eine 
signifikante Abnahme der Aktivität der mitochondrialen Dehydrogenasen, sowie signifikant 
reduzierte Vitalität dar. Die Zellzahl unterschied sich nicht signifikant von der Negativkontrolle. 
Die Aktivität von CYP1A2 war signifikant vermindert und zeigte eine signifikante 
Konzentrationsabhängigkeit. Die Mikroalbuminsynthese sowie die LDH-Freisetzung war 
lediglich in C5x und C10x im Medium signifikant vermindert. Der pH-Wert lag für alle 
Konzentrationen im Bereich der Negativkontrolle. 










pH M 7,75 7,66 7,62 7,62  
 P 7,66 7,58 7,64 7,58 
Zellzahl [x10³/ml] M 683 565 538 548 
 P 650 483 * 458 435 
Vitalität [%] M 94,12 77,19 * 76,15 * 76,66 * 
 P 90,91 80,29 * 78,61 * 78,60 * 
LDH [U/l]  
 
Tag 3 M 70,50 54,50 54,00 * 50,50 * 
 P 165,00 180,00 178,50 164,50 
Tag 6 M 147,50 192,50 * 171,00 157,00 
  P 168,00 143,00 133,50 136,50 
Mikroalbumin [mg/l] M 7,01 6,63 5,07 * 4,69 * 





indirekt M 0,98 0,86 * 0,78 * 0,69 * 
 P 1,01 0,74 * 0,77 * 0,74 * 
direkt M 1,51 1,17 1,28 1,38 
  P 0,79 1,05 * 1,07 * 1,14 * 
Resorufin [pmol/l] M 3,09 2,71 * 2,17 * 2,18 * 
 P 2,98 1,64 * 1,74 * 1,72 * 
 
TABELLE 16 Übersicht des Hepatotoxizitätstest für Remifentanil in den Konzentrationen Cmax - C10x im 
Medium (M) und Plasma (P). Es sind Median und * p<0,05 gegenüber der Negativkontrolle 






Für Sufentanil waren Zellzahl, Vitalität und die mitochondriale Aktivität signifikant gemindert 
sowie die Freisetzung von LDH erhöht. Die Mikroalbuminsynthese zeigte sich in der 5- und 
10-fachen Konzentration vermindert. Einzig die Aktivität von CYP1A2 und der pH-Wert waren 
unverändert zur Negativkontrolle.  










pH M 7,75 7,66 7,75 7,71 
 P 7,66 7,63 7,64 7,63 
Zellzahl [x10³/ml] M 683 485 * 473 * 503 * 
 P 650 328 * 318 * 295 * 
Vitalität [%] M 94,12 68,32 * 68,02 * 67,64 * 
 P 90,91 69,10 * 67,53 * 70,11 * 
LDH [U/l]  
 
Tag 3 M 70,50 171,50 * 153,00 * 130,50 * 
 P 165,00 242,00 * 228,50 * 219,00 * 
Tag 6 M 147,50 187,00 * 148,50 150,50 
  P 168,00 165,00 160,50 167,00 
Mikroalbumin [mg/l] M 7,01 6,52 5,52 * 4,47 * 





indirekt M 0,98 0,89 * 0,81 * 0,74 * 
 P 1,01 0,80 * 0,81 * 0,82 * 
direkt M 1,51 1,09 1,32 1,19 
  P 0,79 0,86 1,05 1,15 
Resorufin [pmol/l] M 3,09 3,30 3,08 2,84 
 P 2,98 2,21 * 2,59 3,01 
 
TABELLE 17 Übersicht des Hepatotoxizitätstest für Sufentanil in den Konzentrationen Cmax - C10x im 
Medium (M) und Plasma (P). Es sind Median und * p<0,05 gegenüber der Negativkontrolle 





5 Diskussion  
 
Das Ziel dieser Arbeit war es, die Hepatotoxizität von intensivmedizinisch relevanten 
Hypnotika und Sedativa sowie Opioiden an einem Zytotoxizitätstest auf Basis von Leberzellen 
zu untersuchen. Der auf den Hepatomazellen HepG2/C3A beruhende Test wurde ursprünglich 
als Biosensor zur frühzeitigen Erkennung eingeschränkter Leberfunktion entwickelt. [215] 
Nachfolgend wurde er in verschiedenen Studien eingesetzt. So fand er Anwendung in einer 
Sepsis-Therapie-Studie EISS (Extracorporeal Immune Support System), weiteren Sepsis-
Diagnostik- und Lebertransplantations-Studien. [105, 216–218] Auch die 
Hepatotoxizitätsprüfung bestimmter Muskelrelaxantien und Albuminzubereitungen wurde 
schon erprobt. [102, 103, 219] Zuletzt erfolgten die Hepatotoxizitätstestung von ausgewählten 
Antimykotika sowie eine Testvalidierung anhand primärer humaner Hepatozyten. [101, 220] 
  
Obwohl das akute Leberversagen (ALV) zu mehr als 50% medikamenteninduziert ist, ist eine 
explizite Testung auf Leberschädlichkeit außerhalb der allgemeinen Toxizitätsprüfung im 
Arzneimittelgesetz nicht vorgeschrieben. [221, 222]  Da die Erkennung eines hepatotoxischen 
Potenzials vor Zulassung des Medikaments in klinischen und präklinischen Studien oft nicht 
gelingt, scheint die Verwendung und Weiterentwicklung eines Hepatozytensensors nicht nur 
wegen der Gefährdung von Patienten, sondern auch wegen Milliardenverlusten bei der 
Entwicklung neuer Arzneimittel gerechtfertigt. In klinischen Studien beruht die schlechte 
Vorhersagbarkeit auf der zu geringen Inzidenz der Hepatotoxizität im Vergleich zur 
Probandengröße. [221] Die präklinische Medikamententestung in-vivo erfolgt am Tiermodell, 
oft an Nagern. Jedoch haben diese lediglich eine Konkordanz von < 50% mit der tatsächlichen 
hepatotoxischen Wirkung am Menschen – im Vergleich zu anderen Organsysteme, wie dem 
blutbildende System, das zu 90% Übereinstimmung zeigt. [223] In der in-vitro Testung gelten 
primäre Hepatozyten als Goldstandard. [94] Problematisch sind jedoch deren begrenzte 
Verfügbarkeit, variable Qualität aufgrund interindividueller Spenderunterschiede und Verlust 
metabolischer Kapazität über die Dauer der Kultur. [95–97] Aus diesem Grund rücken 
permanente, stets in gleichbleibender Qualität verfügbare Leberzelllinien wie HepG2 in den 
Fokus. 
 
Die Zelllinie HepG2 entstammt dem hepatozellulären Karzinom eines 15-jährigen männlichen 
Kaukasiers. HepG2/C3a stellt einen Klon der HepG2-Zelllinie dar, der von Kelly 1994 aufgrund 
seiner hohen Ähnlichkeit zu primären Hepatozyten isoliert wurde. [224] Er zeichnet sich bei 
Konfluenz durch einen Phänotyp aus, der über eine lange Verdopplungszeit (> 200 Stunden 
statt 24 Stunden), gesteigerte Albuminsekretion und der Produktion von für die reife Leber 





dieser Zelllinie erfolgt in zahlreichen toxikologischen Studien oder auch dem extrakorporalen 
Leberunterstützungssystem ELAD. [43, 226] Im Zusammenhang mit 
Hepatotoxizitätstestungen werden HepG2 Modelle wegen geringer Sensitivität (< 10 %) 
kritisiert. [94]  
 
Ein Problem der HepG2-Zellen stellt ihre eingeschränkte Expression von Fremdstoff-
metabolisierenden Enzymen und Transportproteinen dar. Betroffen sind unter anderem 
wichtige CYP450 Enzyme des Phase-I-Metabolismus der reifen Leber. So wird z.B. CYP3A4 
in HepG2-Zellen weniger stark exprimiert und ist auch weniger induzierbar als in humanen 
Hepatozyten. [227] Generell stellt sich daher die Frage, ob bei Verwendung von Hep2G-Zellen 
Hepatotoxizität durch reaktive Metaboliten unterschätzt sowie die direkte Hepatotoxizität von 
Medikamenten, die normalerweise inaktiviert werden, überschätzt wird.  
 
Ein anderes Problem - die verminderte Expression von Transportproteinen - betrifft u.a. die 
Bile Salt Export Pump (BSEP), die in HepG2 nicht exprimiert wird. [228] Da jedoch von ihr 
vermutet wird eine zentrale Rolle in der cholestatischen Leberschädigung zu spielen, stellt sich 
die Frage in wieweit die cholestatische Leberschädigung durch HepG2 erfasst werden kann.  
Weiterhin muss gesagt werden, dass die genetische Variabilität in Bezug auf Arzneistoff-
metabolisierende Enzyme für die hepatotoxische Wirkung prädisponierend wirkt, was jedoch 
mit der (gewünschten) Uniformität der HepG2/C3A-Zellen nicht zu erreichen ist. [229] So 
haben beispielsweise Patienten mit einer langsam metabolisierenden Form der N-
Acetyltransferase 2 eine höhere Sensibilität für die hepatotoxische Wirkung von Isoniazid. 
[230]  
 
Wie schon in der Einleitung unter 1.2 dargelegt, spielt die mitochondriale Dysfunktion eine 
zentrale Rolle bei der hepatotoxischen Wirkung von Medikamenten. HepG2/C3A Zellen 
scheinen aufgrund eines hohen Gehalts an Mitochondrien sowie mitochondrialer DNA in 
dieser Hinsicht ein optimaler Sensor zu sein. [231] Da sie jedoch weder Fettsäureoxidation 
noch oxidative Phosphorylierung durchführen, sondern ihre Energie mittels Glykolyse 
bereitstellen, ist über eine funktionelle Beeinträchtigung der Mitochondrien zunächst nur 
schwer Aussage zu treffen. [83] Dies kann durch Wachstum in glukosefreiem (Aktivierung der 
oxidativen Phosphorylierung) sowie glutaminhaltigem Medium (vermutlich Aktvierung der 
Fettsäureoxidation) umgangen werden. [232] Hierbei wird Glutamin über α-Ketoglutarat in den 
Citratzyklus eingeschleust. Es konnte gezeigt werden, dass so oxidative Phosphorylierung in 
den Mitochondrien stattfindet. [233, 234] Durch diesen Umstand kann argumentiert werden, 





man spezifisch unterscheiden könnte, ob die Toxizität die Atmungskette betrifft, indem man 
Kulturen auf glukosehaltigem/glukosefreiem Medium vergleichen kann.  
 
Auch muss beachtet werden, dass Hepatozyten, die in der Leber in einer dreidimensionalen 
Struktur angeordnet sind, in diesem Test nur einen 2D-Layer bildeten und daher mit 
veränderten Eigenschaften der Zellen zu rechnen ist. Nakamura et al. konnten beispielsweise 
zeigen, dass die Produktion von Albumin sowie die Induzierbarkeit von CYP1A2 in einer 
dreidimensionalen Kultur signifikant höher ist. [235] Hierdurch könnte möglicherweise eine 
höhere Sensitivität des Tests für die Einflüsse hepatotoxischer Substanzen generiert werden.  
Da die Leber auch aus bis zu 40% Zellen anderer Herkunft, der Zytotoxizitätstest jedoch 
ausschließlich aus Hepatomzellen besteht, sollte in Betracht gezogen werden, dass 
möglicherweise durch andere in der Leber präsente Zelltypen vermittelte hepatotoxische wie 
hepatoprotektive Aspekte vernachlässigt werden könnten. So wurde beispielsweise für 
Kupffer-Zellen gezeigt, dass sie an der leberschädigenden Wirkung von Melphalan beteiligt 
sind. [236] Und für die zytotoxische Wirkung von Diclofenac auf HepG2-Zellen die 
Anwesenheit von TNF-α (Tumornekrosefaktor-α), der im Rahmen von pro-inflammatorischen 
Signalen wie bakteriellen Lipopolysaccharide von Makrophagen wie z.B. Kupffer-Zellen 
gebildet werden, sensibilisierend wirkt. [71] Aus diesem Grund entwickelten Kelly et al. eine 
Ko-Kultur von Hepatozyten und Kupffer-Zellen zur Untersuchung von immunvermittelter 
Hepatotoxizität. [237] 
 
Nachdem auf die Nachteile der HepG2-Zellen und Gründe für die mangelnde Sensitivität des 
Hepatozytensensors eingegangen wurde, sollte erwähnt werden, dass es auch Studien gibt 
die eine höhere Sensitivität aufweisen. Unter anderem eine Studie von O’Brien et al., die mit 
243 an HepG2-Zellen getesteten Substanzen eine Sensitivität von 90% erzielte. [238] Die 
Autoren geben mehrere Gründe, warum die Sensitivität anderer Studien oft nicht ausreichend 
sei: die Wahl von in-vivo nicht-relevanter Konzentrationen, zu geringen Inkubationszeiten, die 
Messung nur eines einzelnen Endpunkts oder die Wahl von Testparametern, die Endstufen 
der Zytotoxizität darstellen. [238] Aus diesem Grund wählten wir nach Literaturrecherche 
klinisch relevante Konzentrationen, die derer von intensivmedizinisch betreuten Patienten in 
Langzeitanalgosedierung entsprachen und testen sie zusätzlich in 5-facher und 10-facher 
Konzentration um der möglichen Akkumulation bei Nieren- oder Leberversagen zu 
entsprechen. Weiterhin führten wir parallel zum Ansatz in Zellkulturmedium ebenso einen 
Ansatz in humanem Plasma von gesunden Spendern durch. So sollte zum einen die Situation 
eines hypalbuminämischen Patienten, zum anderen eines mit normalem Plasmaproteinstatus 





allerdings, dass im Plasma die Albuminsyntheseleistung von HepG2-Zellen steigt, aber die 
Proliferation sinkt. [239, 240]  
Mit 6 Tagen wählten wir eine Inkubationszeit, die in etwa der mittleren Aufenthaltsdauer auf 
einer Intensivstation entspricht. [241] Auch besteht der Hepatotoxizitätsassay aus mehreren 
Endpunkten: so wurden die Zellzahl und Vitalität, die Freisetzung von Laktatdehydrogenase, 
die Mikroalbuminbestimmung und die Aktivität mitochondrialer Dehydrogenasen (XTT-Test) 
sowie die Aktivität des CYP1A2-Enzyms bestimmt.   
 
Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte lichtmikroskopisch via Zählkammer. In der bereits in der 
Einleitung erwähnten DIN EN ISO 10993-5 geht man von moderater Zytotoxizität bei einer 
Inhibition des Wachstums > 50% aus. In der Arbeit von S. Doß an HepG2/C3A-Zellen war 
nach Zugabe des hepatotoxischen Paracetamols die Zellzahl um 80% vermindert. [220] 
 
Eine Veränderung der Membranpermeabilität ist ein Zeichen der Zellschädigung bei Zellen in 
Nekrose oder einer späten Phase der Apoptose und kann durch verschiedene Methoden 
nachgewiesen werden. Hierzu zählen Ausschlusstests wie das Anfärben mit Trypanblau, wie 
auch Messung zytosolischer Enzyme wie Laktatdehydrogenase.  
Die Bestimmung der Laktatdehydrogenase (LDH) im extrazellulären Medium wurde als Marker 
in Zytotoxizitätsassays mit HepG2-Zellen durch Dong et al. 1998 eingeführt. [242] Sie ist ein 
Marker irreversibler Zellschädigung, da aufgrund einer Permeabilitätssteigerung der 
Zellmembran das normalerweise fast ausschließlich intrazellulär befindliche Enzym austreten 
kann. Obwohl normalerweise ein Zeichen für nekrotischen Zelluntergang, wurde gezeigt, dass 
in-vitro (aufgrund des Fehlens von phagozytierenden Zellen) auch bei Apoptose eine 
Freisetzung von LDH erfolgt. [243] Weiterhin ist ein gewisses Level von LDH wegen der 
physiologischen Zellmauserung stets zu verzeichnen. Die Messung der LDH erfolgte an den 
Tagen 3 und 6, da stark hepatotoxische Substanzen schon nach kurzer Zeit schädigend wirken 
können, sodass bei einer Plasma-Halbwertszeit von 10 ± 2 Stunden nach sechs Tagen keine 
Erfassung mehr möglich wäre.  
Für die Trypanblaufärbung und die Freisetzung von Laktatdehydrogenase ist zu beachten, 
dass apoptotische Zellen lange Zeit die Membranintegrität bewahren können und so 
fälschlicherweise als vital eingestuft werden können. Der Trypanblau-Test ist weiterhin anfällig 
für Verfälschungen durch Proteine und es muss beachtet werden, dass der Farbstoff selbst 
zytotoxisch wirken kann, weswegen die Inkubationszeit so kurz wie möglich gehalten werden 
sollte. [244] 
 
Die Hepatoblastomzellen sind in der Lage die meisten Plasmaproteine mit Ausnahme von C-





HepG2/C3A Zellen wird beispielsweise im Leberunterstützungssystem ELAD genutzt. [43] In 
toxikologischen Fragestellungen dient die Albuminsynthese als ein Parameter zur Beurteilung 
der Hepatozytenfunktion. [216] So konnte gezeigt werden, dass bei stark beeinträchtigter 
Hepatozytenfunktion, so beispielsweise nach Inkubation mit Acetaminophen, keine 
Mikroalbuminsynthese mehr zu verzeichnen war. [220]  
 
Terazoliumsalze werden seit der Erstbeschreibung des MTT-Ansatzes durch Mosman et al. 
im Jahr 1983 zur Untersuchung der Zellviabilität benutzt. [246] Die bei der Reduktion von 
Terazoliumsalzen entstehende Formazan kann dann spektophotometrisch gemessen werden 
und somit Rückschluss auf die Fähigkeit der Zelle zur Bildung von Reduktionsäquivalenten 
geben. Die Weiterentwicklung des MTT zum XTT-Test erfolgte mit der Synthese einer neuen 
Terazoliumsalzes, das sich wasserlöslich (im Gegensatz zum im DMSO aufzulösenden MTT) 
präsentierte und somit die Durchführung erleichterte. Im Gegensatz zum positiv geladenen 
MTT, welches die Zellmembran passieren kann, muss für das negativ geladene XTT ein 
Zwischenschritt eingefügt werden, bei dem ein vorübergehender Akzeptor die Elektronen über 
die Zellmembran schleust. Der Unterschied zwischen MTT und XTT liegt deshalb auch darin, 
dass MTT durch viele Reduktionsäquivalente zu Formazan umgewandelt werden kann, XTT 
vermutlich jedoch nur über das im mitochondrialen Citratzyklus entstehende NADH. [211, 212] 
Problematisch ist, dass sowohl XTT als auch MTT durch einen sauren pH, Polyphenole, 
Superoxide und Albumin reduziert werden können, was in einer Überschätzung der 
Zellviabiliät resultiert. [247–250] In der ISO Norm 10993-5 zur Prüfung der in-vitro-Toxizität 
wird bei einer Abnahme der Dehydrogenaseaktivität um > 30% zur Negativkontrolle von einem 
zytotoxischen Effekt ausgegangen. [93] 
 
Die Cytochromenzyme CYP1A1, CYP1A2 und CYP1B1 können polyzyklische 
Kohlenwasserstoffe und Arylamine zu Karzinogenen umwandeln. [251] CYP1A2, macht bis zu 
15% des Cytochromenzymgehalts der Leber aus - im Gegensatz zu CYP1A1, das nicht oder 
nur in geringer Menge in der Leber vorkommt. [252, 253] Es ist für die Metabolisierung von 
Arzneimitteln wie trizyklischen Antidepressiva, Neuroleptika, Koffein und Paracetamol 
verantwortlich. [254] Ein weiteres Substrat stellt 7-Ethoxyresorufin dar, das zu Resorufin 
umgewandelt wird. Resorufin kann fluorometrisch bestimmt werden wodurch Rückschluss auf 
die Enzymaktivität möglich ist. Dieser Assay wird als Ethoxyresorufin-O-Deethylase-Ansatz 
bezeichnet. [214] Gleichzeitig werden die Enzyme der CYP1 Familie durch polyaromatische 
Kohlenwasserstoffe in ihrer Aktivität induziert. Dies erfolgt durch Bindung an den 
Arylhydrocarbon-Rezeptor (AhR), der dann im Kern mit (AhR nuclear translocator; Arnt) 
dimerisiert und die Transkription aktiviert. [255] Arzneistoffe mit Einfluss auf CYP1A2 sind als 





oder Isoniazid zu nennen. [256] Obwohl es eines der wichtigsten Cytochromenzyme der 
menschlichen Leber darstellt ist die Expression von CYP1A2 in HepG2/C3A Zellen 80-mal 
niedriger als vergleichsweise in primären humanen Hepatozyten. [106, 257] Aus diesem Grund 
werden Induktoren eingesetzt bzw. eine Transfektion mit Adenoviren durchgeführt. [258] In 
diesem Testablauf wurde der polyzyklische Kohlenwasserstoff 3-Methylcholantren eingesetzt, 
von dem gezeigt werden konnte das mRNA-Level von CYP1A2 um das 12-fache nach zu 
erhöhen. [259] Weiterhin unterliegt die Aktivität der Cytochromenzyme Kulturbedingungen, 
unter die auch die Präsenz von Wachstumsfaktoren oder der Zusatz von Serum, wie FKS 
fallen. Daher entschieden wir uns den Testansatz für die Bestimmung von CYP1A2 unter 
Zusatz von 15% FKS zum Kulturmedium durchzuführen. Eine Änderung der CYP1A2-Aktivität 
sollte im Kontext der Viabiliätsparameter beurteilt werden. So kann eine Abnahme der 
CYP1A2-Aktivität nicht nur für eine Wirkung als Inhibitor, sondern ebenfalls für Zelluntergang 
und damit verminderte Kapazität zur Enzymsynthese sprechen. Bei isoliertem Abfall der 
CYP1A2-Akivität unter Erhalt der Zellviabilität ist ein zytotoxischer Effekt jedoch auch nicht 
ausgeschlossen, da es möglich ist, dass durch die gesteigerte CYP1A2-Aktivität vermehrt 
reaktive, zytotoxische Metaboliten entstehen. 
 
In dieser Dissertation erfolgte die Untersuchung für intensivmedizinische Analgosedierung 
genutzten Sedativa, Hypnotika und Opioide im Hinblick auf ihre Wirkung auf die permanente 
Hepatomzelllinie HepG2/C3A.  
 
Hierbei wurden die im Handel üblichen Zubereitung der Medikamente (Zusammensetzung s. 
Kapitel 3.1) anstatt der Reinsubstanz verwendet, weswegen Interferenzen mit Hilfsstoffen 
nicht auszuschließen sind. Die in den hier verwendeten Medikamentenzubereitungen pH-
Wert-Änderungen durch Puffersubstanzen sowie die anderen Zusatzstoffe werden im Rahmen 
der einzelnen Medikamente diskutiert.  
 
Midazolam zählt zu den kurzwirksamen Benzodiazepinen mit sedierender und anxiolytischer 
Wirkung. Zu seinem Nebenwirkungsspektrum zählen Hypotonie, Agitiertheit und vor allem in 
Kombination mit Opioiden Apnoe und Hypoxie. [124, 125] Nach Literaturrecherche und 
Livertox® ist kein hepatotoxisches Potenzial bekannt. [54] Erfolgt die Gabe im Rahmen eines 
Leberversagens, so besteht bei hepatischer Metabolisierung die Gefahr der Akkumulation. In 
der Zellkultur konnte an oralen Tumorzellen eine zytotoxische Wirkung festgestellt werden. 
[260] In unserer Testung zeigte Midazolam ein geringes hepatotoxisches Potenzial. Die 
Vitalität war in der Konzentration Cmax (300 ng/ml) mit 92% signifikant von der Negativkontrolle 
verschieden (94%). Konkordant hierzu war die Aktivität der mitochondrialen Dehydrogenasen 





sogar gesteigert und die LDH-Werte lagen unterhalb der Negativkontrolle. Im EROD-Test 
konnten wir keine Beeinflussung der CYP1A2 Aktivität feststellen. Auch in anderen Studien 
wurde keine Veränderung der CYP1A2 Aktivität gemessen. [261] Midazolam wird fast 
ausschließlich durch CYP3A4 metabolisiert und daher häufig in pharmakologischen 
Testungen als Markersubstanz genutzt. [262] Auch wenn HepG2/C3A-Zellen nur eine 
verminderte CYP3A4 Kapazität haben, ist eine Toxizität des gebildeten Metaboliten 1´-
Hydroxymidazolam nicht bekannt. Die Synthesekapazität der Hepatozyten 
(Mikroalbuminproduktion) wurde durch Midazolam nicht negativ beeinflusst. Midazolam liegt 
in der Medikamentenlösung mit Wasser, Natriumchlorid (NaCl), Natriumhydroxid (NaOH) und 
Salzsäure (HCl) bei einem pH von 4,5 vor. In den Versuchen war der pH mit 7,6 – 7,7 nicht 
von der Negativkontrolle verschieden (pH 7,7 – 7,8). Midazolam besitzt eine hohe 
Plasmaproteinbindung (96 – 97%). Passend hierzu war der negative Effekt auf Vitalität und 
den direkten XTT-Test im Plasmaversuch aufgehoben.   
 
Für Propofol findet man in der Literatur bisher nur einen Fall von ALV, der in Zusammenhang 
damit stehen könnte, sowie fünf Fälle, in denen eine akute Hepatitis auftrat. [141] Eine wichtige 
unerwünschte Nebenwirkung ist als Propofolinfusionssyndrom bekannt. [132] Hierunter 
versteht man das Auftreten von Herzinsuffizienz und Herzrhythmusstörungen sowie 
Laktatazidose, Niereninsuffizienz, Rhabdomyolyse, Hypertriglyceridämie und Hepatomegalie 
mit Steatose. Ursächlich ist vermutlich eine Störung der mitochondrialen Atmungskette oder 
Fettsäureoxidation. [133] Bei intensivmedizinisch betreuten Erwachsenen liegt die Inzidenz 
einer prospektiven Studie zufolge bei ca. 1%. [134] In unseren Versuchen reduzierte Propofol 
in der Konzentration Cmax (2 µg/ml) die Vitalität im Medium auf 86% sowie (trotz einer 
Proteinbindung von 98%) im Plasma auf 77%. Zu überlegen ist jedoch, ob dies ein 
hepatotoxisches Potenzial darstellt oder im Rahmen des im Vergleich zu normalen 
Hepatozyten stehenden veränderten zellulären Phänotyps zu sehen ist. Studien im Rahmen 
der anti-Tumor Forschung an HepG2-Zellen konnten zeigten, dass Propofol zur Steigerung 
der Expression von miR-199a führt, einer Mikro-RNA, die in HepG2-Zellen im Vergleich zu 
normalen Hepatozyten vermindert exprimiert wird und an der Tumorentwicklung beteiligt sein 
könnte. [263, 264] Eine in HepG2-Zellen hochregulierte miR-199a Expression konnte die 
Zellproliferation reduzieren. [265] Auch wurde für Propofol anti-tumor Effekte über eine 
Hemmung der Cyclooxygenase beschrieben. [266] Weiterhin konnte für Propofol gezeigt 
werden, dass es wie das strukturell ähnliche Tocopherol (Vitamin E) protektiv gegenüber 
oxidativen Stress wirkt. [267] Die LDH-Werte waren an Tag 3 und Tag 6 signifikant zur 
Negativkontrolle reduziert. Wir fanden eine Einschränkung der Aktivität mitochondrialer 
Dehydrogenasen im XTT-Test. Dies könnte möglicherweise durch die beschriebene 





XTT-Test auf Elektronenübertragung beruht, die aus dem Citratzyklus gewonnen wird [268, 
269]. Im Medium zeigte sich Propofol als Induktor der CYP1A2 Aktivität. Dies bestätigt die 
Ergebnisse einer Untersuchung an Hasen. [270] Studien an humanen hepatischen 
Mikrosomen zeigten jedoch, dass Propofol ein schwacher Inhibitor der Isoenzyme CYP 1A2, 
2C9 und 3A4 zu sein scheint. [271] Die Zustatzstoffe der Medikamentenösung in der Propofol 
vorliegt enthält Glycerol, Natriumoleat, raffiniertes Sojaöl, Triglyceride sowie Eilecithin. 
Glyercol oder auch Propan-1,23-triol genannt ist ein Zuckeralkohol, der die Grundlage der 
Fettsäuresynthese im menschlichen Organismus darstellt. In Zellkulturansätzen mit HepG2 
konnte gezeigt werden, dass es die Halbwertszeit und Aktivität des CYP2E1 erhöhte sowie 
die Zellproliferation einschränkte. [272, 273] Oleat (eine einfach ungesättigte Fettsäure mit der 
Summenformel C18H34O2) scheint, im Gegensatz zu anderen freien Fettsäuren, an HepG2-
Zellen keine zytotoxische Wirkung auszuüben. [274] Ebenso konnte keine Beeinflussung von 
Proliferation oder Vitalität bei Inkubation mit Sojaöl festgestellt werden. [275] Lecithine, in der 
Zellmembran vorkommende Phospholipide, scheinen in HepG2-Zellen zu akkumulieren, über 
eine schädigende Wirkung ist nichts bekannt. [276] Ebenso musste bedacht werden, dass zur 
Herstellung einer Lösung des lipophilen Propofols Dimethylsulfoxid (DMSO) verwendet wurde, 
jedoch in Konzentrationen von < 0,1% in Kontakt mit den Zellen. Der pH (8,0 in der 
Medikamentenlösung) war in den Versuchen im Medium und im Plasma nicht von der 
Negativkontrolle verschieden (pH 7,7 - 7,6).  
 
LiverTox® gibt für Ketamin eine hohe Wahrscheinlichkeit für das Auftreten von hepatischen 
und biliären Schäden nach Langzeitanwendung an. [54] Man findet viele Fallberichte, wo es 
nach chronischer Anwendung zur Erhöhung von Leberenzymen oder sogar zu ALV kam (s. 
auch Einleitung 1.4.1) [157, 158] Es gibt bereits eine Studie an HepG2 von 2009, wo S-
Ketamin in den Dosierungen 10 bis 200 µg/ml über maximal 24 Stunden getestet wurde. [277] 
Dort war in den Konzentrationen 100 und 200 µg sowohl die Zellzahl signifikant gemindert, als 
auch die Freisetzung von LDH erhöht. Bei 10 und 50 µg/ml war kein Unterschied zur 
Negativkontrolle festzustellen. In unseren Versuchen an den Konzentrationen 1, 5 und 10 
µg/ml fand sich zwar eine geringfügige Minderung der Vitalität (in der höchsten Konzentration 
C10x 88% vs. 94% in der Negativkontrolle), jedoch Zellzahlen im Bereich der Negativkontrolle 
und LDH-Werte signifikant unterhalb der Negativkontrolle. Eine mögliche Erklärung hierfür 
wäre eine leichte Schädigung der Hepatozyten ohne Verminderung der Zellzahl mit Austritt 
von LDH vor Tag 3, sodass an Tag 3 bereits nur noch verringert LDH nachweisbar ist. Zur 
Pathogenese der Leberschädigung ist bisher aus Versuchen Ratten bekannt, dass es zur 
Einschränkung des Komplex I der Atmungskette kommt und man u.a. 
elektronenmikroskopisch mitochondriale Degeneration nachweisen kann. [162, 163] Die o.g. 





dass S-Ketamin den apoptotischen Zelltod durch "Aktivierung eines Bax-Mitochondrien-
Caspase Protease Signalwegs" ausüben könnte. [277] Auch andere in-vitro Studien stellten 
eine Beeinträchtigung der mitochondrialen Funktion, so unter anderem eine Einschränkung 
NADH Dehydrogenase, fest. [278, 279] Dies könnte die in der hier vorliegenden Untersuchung 
reduzierte Aktivität des XTT-Tests erklären. Wie bereits in anderen Untersuchungen 
festgestellt, deuten die Ergebnisse des hier durchgeführten EROD-Tests darauf hin, dass S-
Ketamin als Inhibitor des CYP1A2-Enzyms fungiert. [280] Beeinflussung der Ergebnisse für S-
Ketamin durch Hilfsstoffe in der Medikamentenlösung (NaCl, Salzsäure und Wasser) sind 
vermutlich nicht vorhanden. Die pH-Wert Verschiebung durch Salzsäure (pH 4,9) wurde in 
Medium (pH 7,7) und Plasma (pH 7,6) aufgehoben. Es liegen außer den generellen 
Unterschieden zwischen Plasma und Medium - wie oben erwähnt - keine Unterschiede für S-
Ketamin in den Versuchen in Zellkulturmedium oder Plasma vor, was bei einer 
Plasmaproteinbindung von 10 – 30% vermutlich nicht zu erwarten wäre. [192] 
 
Bisher liegt für Thiopental laut LiverTox® und PubMed-Recherche kein Hinweis für ein 
hepatotoxisches Potenzial vor. [54] Es gibt einen Fallbericht über eine mögliche 
Leberschädigung nach Thiopentalgabe. [168] In der vorliegenden Untersuchung an 
HepG2/C3A zeigte sich jedoch eine deutliche konzentrationsabhängige Minderung der Vitalität 
bis maximal 80% bzw. 67% in der höchsten Konzentration im Medium bzw. Plasma, obwohl 
die Zellzahl in keiner Konzentration signifikant von der Negativkontrolle verschieden war. Die 
Aktivität mitochondrialer Dehydrogenasen im Überstand war konzentrationsunabhängig 
vermindert bzw. im direkten Zellkontakt gesteigert. Andere Studien zeigten für Thiopental, 
dass es im T-Zell-Modell anti-apoptotische Effekte durch Induktion von Hitzeschockproteinen 
ausübt, die u.a. die Freisetzung von Cytochrom c aus Mitochondrien verhindern. [281] Obwohl 
die Isoenzyme, die für den Abbau von Thiopental verantwortlich sind bisher noch nicht 
gefunden wurden, konnte gezeigt werden, dass Thiopental, wie alle Barbiturate, als Induktor 
für CYP3A3 und 3A4 fungiert. [164] In unserem Versuch konnten wir eine Aktivitätssteigerung 
für CYP1A2 feststellen. In der Zubereitung liegt Thiopental als Pulver mit Natriumcarbonat – 
einer in der Zellkultur weit verbreiteten Puffersubstanz –  vor. Dies führte in der höchsten 
Konzentration im Medium (pH 8,0), sowie in allen Plasmaversuchen signifikant höhere pH-
Werte (pH bis 8,0) vorlagen als in der Negativkontrolle (pH 7,6 bis 7,8). 
 
Die klassischen Nebenwirkungen der Opioide sind unter anderem Atemdepression, Übelkeit, 
Obstipation und vor allem bei schnellwirksamen Opioiden Thoraxrigidität. [176] Für Fentanyl 
und die verwandten Opioide Remifentanil und Sufentanil ist nach LiverTox® und PubMed-
Recherche kein hepatotoxisches Potenzial bekannt. [54] Wir konnten für Fentanyl eine 





zeigen. Die LDH-Werte lagen an Tag 3 signifikant unter denen der Negativkontrolle, was in 
Zusammenschau mit der niedrigen Vitalität für eine Zellschädigung vor Tag 3 sprechen könnte. 
Auch die Aktivität mitochondrialer Dehydrogenasen nahm über die Konzentration im indirekten 
XTT-Test nicht signifikant ab. An Ratten konnte eine Einschränkung des hepatozellulären 
Sauerstoffverbrauchs sowie des Energiestoffwechsels neuronaler Mitochondrien durch 
Fentanyl gezeigt werden. [282, 283] In einer Studie an HepG2 war eine leichte Einschränkung 
der Atmungskette zu sehen, jedoch ohne Veränderung des zellulären Sauerstoffverbrauchs. 
[284] Wir konnten eine inhibitorische Wirkung auf CYP1A2 in der 5-fachen und 10-fachen 
Konzentration sowie im Plasma feststellen. In der Literatur ist nicht beschrieben, dass Fentanyl 
CYP1A2 hemmt, sodass dies ebenfalls im Rahmen einer zytotoxischen Wirkung gesehen 
werden könnte. Fentanyl wird durch CYP3A4 metabolisiert, wirkt jedoch nicht als Induktor oder 
Inhibitor. [189] Die Medikamentenlösung enthält NaCl sowie HCl und NaOH zur pH-
Regulierung (pH 7,0). In allen Konzentrationen war der pH jedoch nicht signifikant von der 
Negativkontrolle verschieden (pH 7,6 – 7,7).  
 
Für Remifentanil verzeichneten wir eine signifikante Verminderung der Vitalität (77 - 80 %) bei 
nicht-signifikant geminderter Zellzahl sowie eine konzentrationsabhängige signifikante 
Aktivitätsminderung mitochondrialer Dehydrogenasen. Wie schon für Fentanyl beschrieben 
wurde auch für Remifentanil eine Einschränkung des zellulären Sauerstoffverbrauchs bei 
Nervenzellen der Ratte gefunden. [283] Demgegenüber steht eine Studie an HepG2-Zellen, 
wo Remifentanil die Bioenergetik der mitochondrialen Atmungskette verbessern soll. [285] 
Weiterhin ist für Remifentanil an verschiedenen Organen und Zellen eine Protektion 
gegenüber oxidativem Stress, so u.a. beim Ischämie-Reperfusions-Schaden der Leber gezeigt 
worden. [286, 287] Weiterhin zeigte sich in unseren Versuchen eine konzentrationsabhängige 
Abnahme der CYP1A2-Aktvität. Da für Remifentanil in der Literatur keine Angaben als Inhibitor 
für CYP1A2 vorliegen, kann auch hier von einer Abnahme der Enzymsyntheseleistung im 
Rahmen der Zytotoxizität ausgegangen werden. Im Organismus wird Remifentanil über 
gewebsunabhängge Esterasen metabolisiert. Ob diese von HepG2 synthetisiert werden und 
ob es somit in dem Versuch zur Akkumulation von Remifentanil kommt ist unklar. Im Vergleich 
mit den Versuchen im Spenderplasma, in dem die Esterasen vermutlich vorhanden sind, kann 
jedoch gesehen werden, dass die Vitalität und die Aktivität mitochondrialer Dehydrogenasen 
ebenfalls signifikant konzentrationsabhängig vermindert sind, was eine aufgrund von 
Akkumulation falsch hoch eingeschätzte Zytotoxizität weniger wahrscheinlich macht. In der 
Arzneimittelzubereitung liegt Remifentanil mit Glycin, NaOH und Salzsäure mit einem pH von 
5,0 vor. Glycin ist eine essentielle Aminosäure, die auch im verwendeten Zellkulturmedium 





ausgegangen werden muss. [288] Der pH war in allen Konzentrationen sowohl im Medium als 
auch im Plasma im Bereich der Negativkontrolle (pH 7,6 – 7,8).  
 
Sufentanil zeigte mit 68% Vitalität in der klinisch relevanten Konzentration den stärksten 
Vitalitätsverlust der hier getesteten Substanzen. Weiterhin lagen LDH-Werte vor, die mehr als 
doppelt so hoch wie die Negativkontrolle waren. Auch die Aktivität der mitochondrialen 
Dehydrogenasen war im indirekten XTT signifikant konzentrationsabhängig reduziert und die 
Mikroalbuminsynthese nahm mit zunehmender Konzentration ab. Diese Ergebnisse sprechen 
für ein mögliches hepatotoxisches Potenzial. Da bisher keine Untersuchungen zu eventueller 
Sufentanil bedingter Hepatotoxizität vorliegt ist dies schwer einzuordnen. Eine mögliche 
Erklärung könnte sein, dass Opioide die Sensibilität von Hepatozyten über Apoptose durch 
Fas-Rezeptoren erhöhen zu scheinen. Für das Opioid Morphin wurde in Zellkultur und in-vivo 
anti-tumor Effekte beschrieben. [289–291] Da aber für Fentanyl und Remifentanil nicht 
annähernd so deutlich verminderte Vitalitätsparameter vorlagen müssten noch weitere 
toxische Eigenschaften für Sufentanil vorliegen. Wir konnten keinen signifikanten Einfluss auf 
die Aktivität des CYP1A2-Enzyms feststellen. Sufentanil wird wie Fentanyl über CYP3A4 
metabolisiert. [189] In der Medikamentenlösung liegt Sufentanil mit NaCl und Wasser bei 
einem pH von 4,8 vor. Mit 7,6 bis 7,8 war der pH in allen Versuchen im Bereich der 
Negativkontrolle.  
 
Die medikamenteninduzierte Leberschädigung ("drug-induced liver injury"; DILI) ist für einen 
Großteil des akuten Leberversagens (ALV), einer schwerwiegenden Erkrankung mit 
intensivmedizinischer Behandlung und häufiger Transplantationsbedürftigkeit, verantwortlich. 
Auch in der Entwicklung neuer Wirkstoffe spielt die leberschädigende Wirkung 
(Hepatotoxizität) eine Rolle, da sie der häufigste Grund für die Marktrücknahme von neuen 
Medikamenten und damit die Ursache von hohen Entwicklungskosten ist. Unter anderem 
aufgrund der komplexen Pathogenese der Hepatotoxizität und dem Einfluss von reaktiven 
Metaboliten durch Biotransformation steht bisher kein zuverlässiges Prognoseverfahren zur 
Verfügung. Der hier verwendete Zytotoxizitätstest stellt eine Grundlage dar, auf der weiter 
versucht werden kann ein System zu entwickeln, das die Leberschädlichkeit mit hoher 
Sensitivität vorhersagen kann. Im nächsten Schritt wäre es beispielsweise interessant 
Kombinationen der hier verwendeten Medikamente zu testen um additive oder synergistische 
Wirkungen auf die Leberzellen zu untersuchen, da im klinischen Alltag die Gabe eines 
einzelnen Medikaments sehr selten ist. Auch könnten neben den getesteten Konzentrationen 
noch weitere Untersuchungen in anderen Konzentrationen sowie die Testung anderer Enzyme 
der CYP450 Familie erfolgen. So könnte beispielsweise die Untersuchung CYP3A4 von 





werden. Auch wäre es in Anbetracht der Bedeutung reaktiver Metaboliten lohnenswert einen 
Ansatz zu entwickeln, in dem es mögliche wäre die Parameter der Viabilität an HepG2/C3A-
Zellen mit induzierter CYP450-Aktivität zu untersuchen. So könnten HepG2-Zellen 
beispielsweise wie im Ansatz von Tolosa et al. durch Transfektion mit Adenoviren die 











Die epidemiologische Veränderung der Alterszusammensetzung in den westlichen 
Gesellschaften führt dazu, dass immer ältere Menschen auch intensivmedizinisch betreut 
werden. Ein intensivmedizinischer Aufenthalt erfordert häufig Sedierung und Gabe von 
Opioiden, da die bei erlebten Schmerzen und psychischer Belastung erfolgte Stressreaktion 
zu weiteren Komplikationen und verlängertem Krankenhausaufenthalt führen kann. Die 
meisten intensivmedizinisch betreuten Patienten erhalten daher Sedativa, Hypnotika und 
Opioide. Da es während eines Aufenthalts auf der Intensivstation auch häufig zur Erhöhung 
der Leberenzyme kommt und das medikamenten-induzierte Leberversagen eine sehr häufige 
Arzneimittelnebenwirkung ist, stellte sich für uns die Frage nach einer hepatotoxischen 
Wirkung der am häufigsten verwendeten Sedativa, Hypnotika und Opioide. 
 
Es war das Ziel dieser Arbeit den bereits bestehenden und ursprünglich zur Früherkennung 
von Leberversagen entwickelten Leberzellsensor, dessen Grundlage die permanente 
Hepatomzelllinie HepG2/C3A ist, durch Testung von intensivmedizinisch genutzten Sedativa, 
Hypnotika und Opioiden mit der Fragestellung nach Hepatotoxizität weiter zu untersuchen. Die 
Beurteilung der Schädigung der Hepatomzellen erfolgte durch die lichtmikroskopische 
Bestimmung von Zellzahl und Vitalität, die Messung der freigesetzten Laktatdehydrogenase, 
die fluorometrische Bestimmung der Aktivität mitochondrialer Dehydrogenasen im XTT-Test 
sowie die Syntheseleistung anhand der Mikroalbuminkonzentration. Weiterhin wurde die 
Aktivität des CYP1A2-Enzyms bestimmt um Einflüsse auf die Metabolisierungsleistung zu 
untersuchen. 
 
Es zeigte sich eine gute Korrelation zu Ergebnissen aus anderen Studien bezüglich der 
mitochondrialen Dysfunktion und Wirkung auf das CYP1A2-Enzym. Insgesamt kann man 
sagen, dass die hier getesteten in der Langzeitsedierung und -analgesie eingesetzten 
Arzneistoffe keine ausgeprägten hepatotoxischen Eigenschaften präsentierten. Keines der 
Medikamente führte zu einer Abnahme der Vitalität um mindestens 50%, d.h. hatte eine nach 
DIN EN ISO 10993-5 klassifizierte milde oder stärker ausgeprägte Zytotoxizität. In 
Zusammenschau mit den anderen Parametern des Zytotoxizitätsasssays kann jedoch 
überraschenderweise für alle Opioide ein hepatotoxisches Potenzial beobachtet werden, 
insbesondere für Sufentanil. Demgegenüber fanden wir bei S-Ketamin, für das ein 
apoptotischer Effekt auf HepG2-Zellen vorbeschrieben war, weniger stark schädigende 
Auswirkungen.  
 
Zusammengefasst zeigt Fentanyl zytotoxische Eigenschaften durch Reduktion von Vitalität 





Abnahme der CYP1A2-Enzymaktivität sowie zusätzlich zur Abnahme der Aktivität 
mitochondrialer Dehydrogenasen und verminderter Mikroalbuminproduktion. Sufentanil 
schlussendlich zeigte in allen Parametern, mit Ausnahme der CYP1A2-Aktivität, zytotoxische 
Wirkung. So war nach Zugabe von Sufentanil die Vitalität am stärksten eingeschränkt, die 
Zellzahl deutlich vermindert, die Aktivität mitochondrialer Dehydrogenasen sowie die 
Mikroalbuminproduktion herabgesetzt. 
 
Auch wenn die hepatotoxische Wirkung der hier getesteten Hypnotika und Opioide nicht stark 
ausgeprägt ist muss bedacht werden, dass sich die klinische Anwendung der Medikamente 
von den Testbedingungen deutlich unterscheidet. So werden Hypnotika und Opioide häufig 
kombiniert bzw. mit anderen potenzial hepatotoxischen Substanzen gegeben, sodass sich 
Effekte gegebenenfalls potenzieren. Weiterhin ist unklar was eine auch nur geringfügig 
hepatotoxische Substanz bei schon vorgeschädigter Leber auslösen kann. Unter diesen 
Bedingungen ist es außerdem denkbar, dass die höchste hier getestete Plasmakonzentration 
durch Einschränkung des hepatischen Metabolismus und der Exkretion deutlich überschritten 
wird. 
 
Limitiert werden die Testergebnisse dadurch, dass der Testaufbau nicht uneingeschränkt auf 
den menschlichen Organismus übertragbar ist. So ist u.a. die Metabolisierungskapazität der 
Hepatomzellen in Bezug auf Cytochromenzyme eingeschränkt und es fehlen weitere für die 
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8.1.1 pH-Wert im Medium 
 pH-Wert 
Testsubstanz Medikament Cmax C5x C10x 
Midazolam 
(300 ng/ml│1500 ng/ml│3000 ng/ml) 3,39 
7,71 
7,71 / 7,75 
7,71 
7,69 / 7,73 
7,82 
7,78 / 7,82 
Propofol 
(2 µg/ml│10 µg/ml│20 µg/ml) 8,04 
7,69 
7,69 / 7,71 
7,73 
7,73 / 7,75 
7,69 
7,67 / 7,69 
S-Ketamin 
(1 µg/ml│5 µg/ml│10 µg/ml) 3,85 
7,70 
7,70 / 7,71 
7,79 
7,78 / 7,80 
7,81 
7,80 / 7,82 
Thiopental 
(1 mg/ml│5 mg/ml│10 mg/ml) 10,59 
7,75 
7,75 / 7,77 
7,79 
7,79 / 7,83 
8,01 * 
7,92 / 8,01 
Fentanyl 
(10 ng/ml│50 ng/ml│100 ng/ml) 4,19 
7,74 
7,72 / 7,76 
7,68 
7,66 / 7,70 
7,68 
7,68 / 7,68 
Remifentanil 
(15 ng/ml│75 ng/ml│150 ng/ml) 3,21 
7,66 
7,65 / 7,66 
7,62 
7,60 / 7,65 
7,62 
7,62 /  
Sufentanil 
(1 ng/ml│5 ng/ml│10 ng/ml) 3,54 
7,66 
7,65 / 7,68 
7,75 
7,73 / 7,78 
7,71 
7,70 / 7,72 
Negativkontrolle 7,75 
7,71 / 7,85 
TABELLE 18 pH-Wert der verschiedenen Medikamentenkonzentrationen im Medium. Es sind Median, 
25/75 Perzentil sowie * p<0,05 gegenüber Negativkontrolle dargestellt.  
8.1.2 pH-Wert im Plasma 
 pH-Wert 
Testsubstanz Medikament Cmax C5x C10x 
Midazolam 
(300 ng/ml│1500 ng/ml│3000 ng/ml) 3,39 
7,63 
7,61 / 7,65 
7,88 * 
7,79 / 7,89 
7,74 
7,71 / 7,74 
Propofol 
(2 µg/ml│10 µg/ml│20 µg/ml) 8,04 
7,64 
7,63 / 7,65 
7,68 
7,67 / 7,69 
7,68 
7,64 / 7,68 
S-Ketamin 
(1 µg/ml│5 µg/ml│10 µg/ml) 3,85 
7,64 
7,64 / 7,65 
7,74 *  
7,72 /  7,74 
7,73 * 
7,71 /  7,74 
Thiopental 
(1 mg/ml│5 mg/ml│10 mg/ml) 10,59 
7,71 * 
7,70 / 7,71 
7,95 * 
7,84 / 7,97 
7,76 * 
7,74 / 7,77 
Fentanyl 
(10 ng/ml│50 ng/ml│100 ng/ml) 4,19 
7,67 
7,66 / 7,67 
7,65 
7,64 / 7,65 
7,64 
7,63 / 7,68 
Remifentanil 
(15 ng/ml│75 ng/ml│150 ng/ml) 3,21 
7,58 
7,58 / 7,59 
7,64 
7,61 / 7,76 
7,58 
7,56  / 7,58 
Sufentanil 
(1 ng/ml│5 ng/ml│10 ng/ml) 3,54 
7,63 
7,60 / 7,64 
7,64 
7,63 / 7,64 
7,63 
7,60 / 7,67 
Negativkontrolle 7,66 
7,60 / 7,69 
TABELLE 19 pH-Wert der Medikamentenkonzentrationen Plasma. Es sind Median, 25/75 Perzentil 





8.1.3 Zellzahl und Vitalität im Medium  
 Zellzahl [x10³/ml] 
Testsubstanz Cmax C5x C10x 
Midazolam 
(300 ng/ml│1500 ng/ml│3000 ng/ml) 
775 
610 / 1103 
1000 * 
678 / 1192 
905 * 
675 / 1040 
Propofol 
(2 µg/ml│10 µg/ml│20 µg/ml) 
775 
625 / 830 
750 
675 / 1030 
835 * 
740 / 935 
S-Ketamin 
(1 µg/ml│5 µg/ml│10 µg/ml) 
712 
640 / 1030 
720 
590 / 960 
750 
565 / 960 
Thiopental 
(1 mg/ml│5 mg/ml│10 mg/ml) 
770 
601 / 869 
790 
631 / 944 
610 
481 / 720 
Fentanyl 
(10 ng/ml│50 ng/ml│100 ng/ml) 
825 
589 / 939 
745 
623 / 1050 
873 * 
723 / 1020 
Remifentanil 
(15 ng/ml│75 ng/ml│150 ng/ml) 
565 
438 / 788 
538 
400 / 950 
548 
500 / 881 
Sufentanil 
(1 ng/ml│5 ng/ml│10 ng/ml) 
485 * 
376 / 561 
473 * 
353 / 589 
503 * 
314 / 608 
Negativkontrolle 683 
614 / 740 
TABELLE 20 Zellzahl nach 6-tägiger Inkubation im Medium. Es sind Median, 25/75 Perzentil sowie * 
p<0,05 gegenüber Negativkontrolle dargestellt.  
 
 Vitalität [%] 
Testsubstanz Cmax C5x C10x 
Midazolam 
(300 ng/ml│1500 ng/ml│3000 ng/ml) 
91,55* 
83,63 / 93,45 
89,89 * 
85,46 / 93,79 
92,80 
90,19 / 94,87 
Propofol 
(2 µg/ml│10 µg/ml│20 µg/ml) 
86,02 * 
77,21 / 89,95 
84,87 * 
81,82 / 93,42 
87,07 * 
84,23 / 90,91 
S-Ketamin 
(1 µg/ml│5 µg/ml│10 µg/ml) 
90,14 * 
87,92 / 92,63 
88,12* 
87,23 / 91,28 
88,10 * 
85,07 / 90,96 
Thiopental 
(1 mg/ml│5 mg/ml│10 mg/ml) 
86,26 * 
82,30 / 87,29 
84,88 * 
80,74 / 89,43 
80,11 * 
76,29 / 83,70 
Fentanyl 
(10 ng/ml│50 ng/ml│100 ng/ml) 
85,31 * 
76,34 / 88,15 
86,32 * 
83,17 / 89,16 
87,65 * 
84,80 / 91,54 
Remifentanil 
(15 ng/ml│75 ng/ml│150 ng/ml) 
77,19 * 
70,17 / 91,25 
76,15 * 
72,60 / 91,13 
76,66 * 
69,83 / 88,65 
Sufentanil 
(1 ng/ml│5 ng/ml│10 ng/ml) 
68,32 * 
62,72 / 71,62 
68,02 * 
62,45 / 75,65 
67,64 * 
62,16 / 75,60 
Negativkontrolle 94,12 
91,88 / 95,42 
TABELLE 21 Vitalität nach 6-tägiger Inkubation im Medium. Es sind Median, 25/75 Perzentil sowie * 





8.1.4 Zellzahl und Vitalität im Plasma  
 Zellzahl [x10³/ml] 
Testsubstanz Cmax C5x C10x 
Midazolam 
(300 ng/ml│1500 ng/ml│3000 ng/ml) 
590 
338 / 935 
595 
493 / 870 
750 
495 / 953 
Propofol 
(2 µg/ml│10 µg/ml│20 µg/ml) 
605 
505 / 700 
810 * 
645 / 920 
830 * 
625 / 920 
S-Ketamin 
(1 µg/ml│5 µg/ml│10 µg/ml) 
690 
415 / 870 
595 
330 / 840 
565 
385 / 765 
Thiopental 
(1 mg/ml│5 mg/ml│10 mg/ml) 
558 
403 / 594 
563 
488 / 743 
550 
376 / 696 
Fentanyl 
(10 ng/ml│50 ng/ml│100 ng/ml) 
538 
339 / 690 
593 
465 / 728 
635 
460 / 771 
Remifentanil 
(15 ng/ml│75 ng/ml│150 ng/ml) 
483 * 
348 / 629 
458 
400 / 670 
435 
391 / 756 
Sufentanil 
(1 ng/ml│5 ng/ml│10 ng/ml) 
328 * 
249 / 500 
318 * 
208 / 419 
295 * 
260 / 395 
Negativkontrolle 650 
543 / 691 
TABELLE 22 Zellzahl nach 6-tägiger Inkubation im Plasma. Es sind Median, 25/75 Perzentil sowie * 
p<0,05 gegenüber Negativkontrolle dargestellt. 
 
 
 Vitalität [%] 
Testsubstanz Cmax C5x C10x 
Midazolam 
(300 ng/ml│1500 ng/ml│3000 ng/ml) 
90,07 
84,70 / 92,87 
89,50 




(2 µg/ml│10 µg/ml│20 µg/ml) 
77,07 * 
72,06 / 83,33 
76,61 * 
70,48 / 82,28 
80,93 * 
75,32 / 86,38 
S-Ketamin 
(1 µg/ml│5 µg/ml│10 µg/ml) 
83,55 * 
80,56 / 86,57 
83,58 * 
78,29 / 86,30 
83,73 * 
79,66 / 86,92 
Thiopental 
(1 mg/ml│5 mg/ml│10 mg/ml) 
81,82 * 
75,83 / 86,16 
69,97 * 
66,05 / 75,94 
67,21 * 
60,93 / 70,42 
Fentanyl 
(10 ng/ml│50 ng/ml│100 ng/ml) 
82,18 * 
76,30 / 86,69 
82,46 * 
77,42 / 85,01 
82,88 * 
46,23 / 87,34 
Remifentanil 
(15 ng/ml│75 ng/ml│150 ng/ml) 
80,29 * 
73,19 / 85,50 
78,61 * 
75,88 / 87,70 
78,60 * 
63,95 / 88,60 
Sufentanil 
(1 ng/ml│5 ng/ml│10 ng/ml) 
69,10 * 
65,97 / 80,59 
67,53 * 
60,05 / 77,68 
70,11 * 
61,64 / 75,62 
Negativkontrolle 90,91 
89,46 / 92,30 
TABELLE 23 Vitalität nach 6-tägiger Inkubation im Plasma. Es sind Median, 25/75 Perzentil sowie * 






8.1.5 Laktatdehydrogenase (LDH) im Medium 
 LDH [U/l] an Tag 3 
Testsubstanz Cmax C5x C10x 
Midazolam 
(300 ng/ml│1500 ng/ml│3000 ng/ml) 
43,50 * 
41,00 / 47,75 
39,00 * 
37,00 / 43,75 
36,00 * 
34,00 / 39,75 
Propofol 
(2 µg/ml│10 µg/ml│20 µg/ml) 
44,00 * 
41,00 / 48,00 
43,50 * 
39,75 / 46,00 
40,00 * 
38,00 / 44,00 
S-Ketamin 
(1 µg/ml│5 µg/ml│10 µg/ml) 
37,00 * 
36,00 / 43,00 
38,00 * 
36,00 / 40,00 
37,00 * 
34,00 / 40,00 
Thiopental 
(1 mg/ml│5 mg/ml│10 mg/ml) 
47,50 
41,75 / 58,75 
46,00 * 
39,25 / 51,25 
43,50 * 
39,25 / 49,75 
Fentanyl 
(10 ng/ml│50 ng/ml│100 ng/ml) 
48,00 * 
45,00 / 70,50 
46,00 * 
39,00 / 57,75 
42,00 * 
38,25 / 56,60 
Remifentanil 
(15 ng/ml│75 ng/ml│150 ng/ml) 
54,50 
50,50 / 64,50 
54,00 * 
48,25 / 65,75 
50,50 * 
45,25 / 64,50 
Sufentanil 
(1 ng/ml│5 ng/ml│10 ng/ml) 
171,50 * 
108,25 / 188,50 
153,00 * 
83,25 / 187,50 
130,50 * 
70,25 / 174,00 
Negativkontrolle 70,50 
54,00 / 97,00 
TABELLE 24 LDH-Aktivität nach 3-tägiger Inkubation im Medium. Es sind Median, 25/75 Perzentil 
sowie * p<0,05 gegenüber Negativkontrolle dargestellt. 
 
 
 LDH [U/l] an Tag 6 
Testsubstanz Cmax C5x C10x 
Midazolam 
(300 ng/ml│1500 ng/ml│3000 ng/ml) 
122,50 
87,75 / 153,75 
94,00 * 
75,25 / 117,75 
92,00 * 
65,50 / 111,25 
Propofol 
(2 µg/ml│10 µg/ml│20 µg/ml) 
103,00 * 
85,00 / 120,00 
90,00 * 
84,00 / 98,00 
80,00 * 
77,00 / 91,00 
S-Ketamin 
(1 µg/ml│5 µg/ml│10 µg/ml) 
97,00 * 
89,00 / 107,00 
98,00 * 
87,00 / 113,00 
91,00 
75,00 / 114,00 
Thiopental 
(1 mg/ml│5 mg/ml│10 mg/ml) 
122,00 
98,75 / 175,75 
110,00 
89,00 / 123,50 
96,50 * 
85,00 / 110,75 
Fentanyl 
(10 ng/ml│50 ng/ml│100 ng/ml) 
139,00 
98,25 / 193,50 
148,00 
97,00 / 194,75 
124,50 
88,75 / 183,50 
Remifentanil 
(15 ng/ml│75 ng/ml│150 ng/ml) 
192,50 * 
114,00 / 205,50 
171,00 
120,50 / 193,00 
157,00 
118,50 / 176,25 
Sufentanil 
(1 ng/ml│5 ng/ml│10 ng/ml) 
187,00 * 
146,25 / 179,94 
148,50 
132,75 / 213,50 
150,50 
130,50 / 167,00 
Negativkontrolle 147,50 
101,50 / 156,88 
TABELLE 25 LDH-Aktivität nach 6-tägiger Inkubation im Medium. Es sind Median, 25/75 Perzentil 





8.1.6 Laktatdehydrogenase (LDH) im Plasma 
 LDH [U/l] an Tag 3 
Testsubstanz Cmax C5x C10x 
Midazolam 
(300 ng/ml│1500 ng/ml│3000 ng/ml) 
125,50 * 
121,00 / 132,00 
128,50 * 
121,50 / 141,75 
124,50 * 
116,25 / 136,00 
Propofol 
(2 µg/ml│10 µg/ml│20 µg/ml) 
129,00 * 
109,00 / 143,00 
135,00 * 
110,00 / 151,00 
138,00 
118,00 / 164,00 
S-Ketamin 
(1 µg/ml│5 µg/ml│10 µg/ml) 
124,00 * 
119,00 / 135,00 
121,00 * 
106,00 / 123,00 
112,00 * 
106,00 / 123,00 
Thiopental 
(1 mg/ml│5 mg/ml│10 mg/ml) 
221,00 * 
184,00 / 245,75 
205,00 * 
178,00 / 221,50 
191,00 * 
175,50 / 208,75 
Fentanyl 
(10 ng/ml│50 ng/ml│100 ng/ml) 
188,50 * 
178,25 / 201,50 
187,00 * 
179,25 / 196,00 
196,00 * 
177,25 / 212,25 
Remifentanil 
(15 ng/ml│75 ng/ml│150 ng/ml) 
180,00 
137,25 / 190,75 
178,50 
137,50 / 191,50 
164,50 
129,25 / 188,75 
Sufentanil 
(1 ng/ml│5 ng/ml│10 ng/ml) 
242,00 * 
183,75 / 266,75 
228,50 * 
180,25 / 242,50 
219,00 * 
165,25 / 228,50 
Negativkontrolle 165,00 
134,00 / 187,25 
TABELLE 26 LDH-Aktivität nach 3-tägiger Inkubation im Plasma. Es sind Median, 25/75 Perzentil 
sowie * p<0,05 gegenüber Negativkontrolle dargestellt.  
 LDH [U/l] an Tag 6 
Testsubstanz Cmax C5x C10x 
Midazolam 
(300 ng/ml│1500 ng/ml│3000 ng/ml) 
98,00 
85,00 / 116,50 
97,00 
78,00 / 113,50 
92,00 
73,00 / 144,50 
Propofol 
(2 µg/ml│10 µg/ml│20 µg/ml) 
89,00 
82,00 / 117,00 
97,00 
84,00 / 120,00 
97,00 
88,00 / 116,00 
S-Ketamin 
(1 µg/ml│5 µg/ml│10 µg/ml) 
80,00 * 
69,00 / 104,00 
83,00 * 
70,00 / 95,00 
96,00 
75,00 / 124,00 
Thiopental 
(1 mg/ml│5 mg/ml│10 mg/ml) 
129,50 
104,25 / 144,50 
129,00 
117,50 / 148,50 
131,50 
115,75 / 152,25 
Fentanyl 
(10 ng/ml│50 ng/ml│100 ng/ml) 
143,00 
112,00 / 172,00 
133,50 
106,50 / 174,50 
136,50 
111,25 / 187,50 
Remifentanil 
(15 ng/ml│75 ng/ml│150 ng/ml) 
179,50 
110,00 / 203,75 
156,50 
105,25 / 193,00 
148,00 
106,00 / 178,50 
Sufentanil 
(1 ng/ml│5 ng/ml│10 ng/ml) 
165,00 
145,50 / 186,50 
160,50 
153,50 / 170,50 
167,00 
148,75 / 202,75 
Negativkontrolle 168,00 
78,75 / 174,13 
TABELLE 27 LDH-Aktivität nach 6-tägiger Inkubation im Plasma. Es sind Median, 25/75 Perzentil 





8.1.7 Mikroalbumin im Medium 
 Mikroalbumin [mg/l] 
Testsubstanz Cmax C5x C10x 
Midazolam 
(300 ng/ml│1500 ng/ml│3000 ng/ml) 
17,10 * 
13,10 / 18,40 
14,20 * 
9,71 / 48,60 
13,30 
8,25 / 14,60 
Propofol 
(2 µg/ml│10 µg/ml│20 µg/ml) 
12,30 * 
8,98 / 13,40 
7,24 
6,06 / 10,90 
6,25 
5,94 / 8,12 
S-Ketamin 
(1 µg/ml│5 µg/ml│10 µg/ml) 
16,90 * 
7,09 / 17,40 
9,31 * 
5,27 / 17,00 
8,43 
6,94 / 14,70 
Thiopental 
(1 mg/ml│5 mg/ml│10 mg/ml) 
11,30 
6,78 / 12,10 
6,99 
5,84 / 11,00 
5,94 
4,85 / 7,95 
Fentanyl 
(10 ng/ml│50 ng/ml│100 ng/ml) 
15,00 * 
13,00 / 15,80 
13,20 * 
7,79 / 15,20 
10,30 * 
7,92 / 12,00 
Remifentanil 
(15 ng/ml│75 ng/ml│150 ng/ml) 
6,63 
5,26 / 7,52 
5,07 * 
3,00 / 6,95 
4,69 * 
3,05 / 5,48 
Sufentanil 
(1 ng/ml│5 ng/ml│10 ng/ml) 
6,52 
5,20 / 11,70 
5,52 * 
4,71 / 6,18 
4,47 * 
4,02 / 6,85 
Negativkontrolle 7,01 
6,47 / 8,20 
TABELLE 28 Mikroalbuminkonzentration nach 6-tägiger Inkubation im Medium. Es sind Median, 25/75 
Perzentil sowie * p<0,05 gegenüber Negativkontrolle dargestellt.  
8.1.8 Mikroalbumin im Plasma 
 Mikroalbumin [mg/l] 
Testsubstanz Cmax C5x C10x 
Midazolam 
(300 ng/ml│1500 ng/ml│3000 ng/ml) 
17,50 
15,60 / 20,30 
19,20 * 
16,50 / 24,70 
16,55 
13,35 / 22,35 
Propofol 
(2 µg/ml│10 µg/ml│20 µg/ml) 
11,50 
9,92 / 19,90 
14,80 
12,30 / 20,70 
12,90 
7,93 / 14,30 
S-Ketamin 
(1 µg/ml│5 µg/ml│10 µg/ml) 
22,20 
7,06 / 25,70 
27,20 
8,57 / 37,20 
18,00 
10,50 / 43,40 
Thiopental 
(1 mg/ml│5 mg/ml│10 mg/ml) 
18,00 
11,40 / 28,00 
17,50 
8,07 / 19,30 
10,10 
7,26 / 19,90 
Fentanyl 
(10 ng/ml│50 ng/ml│100 ng/ml) 
18,30 * 
17,20 / 52,80 
20,10 * 
17,30 / 30,40 
25,20 * 
17,30 / 28,10 
Remifentanil 
(15 ng/ml│75 ng/ml│150 ng/ml) 
9,15 
7,53 / 13,30 
10,30 
9,63 / 12,80 
10,20 
8,71 / 12,41 
Sufentanil 
(1 ng/ml│5 ng/ml│10 ng/ml) 
6,23 * 
3,76 / 8,25 
7,17 * 
6,12 / 9,37 
8,06 * 
7,40 / 9,33 
Negativkontrolle 13,65 
11,90 / 18,73 
TABELLE 29 Mikroalbuminkonzentration nach 6-tägiger Inkubation im Plasma. Es sind Median, 25/75 






8.1.9 Aktivität mitochondrialer Dehydrogenasen (XTT-Test) im Medium 
 XTT INDIREKT  [Extinktion/Well] 
Testsubstanz Cmax C5x C10x 
Midazolam 
(300 ng/ml│1500 ng/ml│3000 ng/ml) 
0,73 * 
0,60 / 0,88 
0,72 * 
0,59 7 0,80 
0,68 * 
0,58 / 0,83 
Propofol 
(2 µg/ml│10 µg/ml│20 µg/ml) 
0,77 * 
0,74 / 0,83 
0,75 * 
0,69 / 0,78 
0,73 * 
0,68 / 0,78 
S-Ketamin 
(1 µg/ml│5 µg/ml│10 µg/ml) 
0,78 * 
0,72 7 0,82 
0,79 * 
0,74 / 0,92 
0,73 * 
0,70 / 0,85 
Thiopental 
(1 mg/ml│5 mg/ml│10 mg/ml) 
0,88 * 
0,79 / 0,93 
0,80 * 
0,73 / 0,88 
0,78 * 
0,76 / 0,84 
Fentanyl 
(10 ng/ml│50 ng/ml│100 ng/ml) 
0,99 
0,96 / 1,02 
0,92 
0,83 / 1,04 
0,88 * 
0,82 / 0,92 
Remifentanil 
(15 ng/ml│75 ng/ml│150 ng/ml) 
0,86 * 
0,77 / 0,87 
0,78 * 
0,69 / 0,88 
0,69 * 
0,65 / 0,85 
Sufentanil 
(1 ng/ml│5 ng/ml│10 ng/ml) 
0,89 * 
0,85 / 0,94 
0,81 * 
0,75 / 0,90 
0,74 * 
0,69 / 0,83 
Negativkontrolle 0,98 
0,81 / 1,12 
TABELLE 30 Indirekter XTT-Test [Extinktion/Well] nach 6-tägiger Inkubation im Medium. Es sind 
Median, 25/75 Perzentil sowie * p<0,05 gegenüber Negativkontrolle dargestellt.  
 
 XTT DIREKT  [Extinktion/Well] 
Testsubstanz Cmax C5x C10x 
Midazolam 
(300 ng/ml│1500 ng/ml│3000 ng/ml) 
1,05 * 
0,61 / 1,39 
1,29 
1,01 / 1,62 
1,48 
0,86 / 1,85 
Propofol 
(2 µg/ml│10 µg/ml│20 µg/ml) 
1,52 
1,21 / 1,79 
1,69 * 
1,50 / 2,06 
1,89 * 
1,57 / 2,21 
S-Ketamin 
(1 µg/ml│5 µg/ml│10 µg/ml) 
1,12 * 
0,74 / 1,30 
1,29 
0,62 / 1,57 
1,38 
0,64 / 1,76 
Thiopental 
(1 mg/ml│5 mg/ml│10 mg/ml) 
1,43 
1,11 / 1,73 
1,87 * 
1,40 / 1,94 
1,76 * 
1,30 / 1,91 
Fentanyl 
(10 ng/ml│50 ng/ml│100 ng/ml) 
1,64 
1,05 / 2,09 
1,77 
1,38 / 2,14 
1,82 * 
1,49 / 2,22 
Remifentanil 
(15 ng/ml│75 ng/ml│150 ng/ml) 
1,17 
0,99 / 1,47 
1,28 
1,08 / 1,86 
1,38 
1,10 / 1,78 
Sufentanil 
(1 ng/ml│5 ng/ml│10 ng/ml) 
1,09 
0,83 / 1,48 
1,32 
0,90 / 1,63 
1,19 
0,80 / 1,51 
Negativkontrolle 1,51 
1,02 / 1,70 
TABELLE 31 Direkter XTT-Test [Extinktion/Well] nach 6-tägiger Inkubation im Medium. Es sind 





Aktivität mitochondrialer Dehydrogenasen (XTT-Test) im Plasma 
 XTT INDIREKT [Extinktion/Well] 
Testsubstanz Cmax C5x C10x 
Midazolam 
(300 ng/ml│1500 ng/ml│3000 ng/ml) 
0,70 * 
0,63 / 0,83 
0,69 * 
0,62 / 0,86 
0,70 * 
0,61 / 0,84 
Propofol 
(2 µg/ml│10 µg/ml│20 µg/ml) 
0,77 * 
0,74 / 0,83 
0,75 * 
0,69 / 0,78 
0,73 * 
0,68 / 0,78 
S-Ketamin 
(1 µg/ml│5 µg/ml│10 µg/ml) 
0,76 * 
0,66 / 0,83 
0,80 * 
0,75 / 0,89 
0,78 * 
0,72 / 0,83 
Thiopental 
(1 mg/ml│5 mg/ml│10 mg/ml) 
0,78 * 
0,72 / 0,86 
0,79 * 
0,75 / 0,84 
0,82 * 
0,79 / 0,86 
Fentanyl 
(10 ng/ml│50 ng/ml│100 ng/ml) 
0,88 
0,86 / 0,94 
0,91 
0,83 / 0,96 
0,87 
0,80 / 1,00 
Remifentanil 
(15 ng/ml│75 ng/ml│150 ng/ml) 
0,74 * 
0,72 / 0,78 
0,77 * 
0,74 / 0,84 
0,74 * 
0,68 / 0,85 
Sufentanil 
(1 ng/ml│5 ng/ml│10 ng/ml) 
0,80 * 
0,76 / 0,84 
0,81 * 
0,77  / 0,85 
0,82 * 
0,74 / 0,89 
Negativkontrolle 1,01 
0,79 / 1,21 
TABELLE 32 Indirekter XTT-Test [Extinktion/Well] nach 6-tägiger Inkubation im Plasma. Es sind 
Median, 25/75 Perzentil sowie * p<0,05 gegenüber Negativkontrolle dargestellt.  
 
 XTT DIREKT [Extinktion/Well] 
Testsubstanz Cmax C5x C10x 
Midazolam 
(300 ng/ml│1500 ng/ml│3000 ng/ml) 
1,01 
0,69 / 1,31 
1,23 * 
0,94 / 1,60 
1,22 * 
0,96 / 1,54 
Propofol 
(2 µg/ml│10 µg/ml│20 µg/ml) 
1,10 * 
0,99 / 1,42 
1,51 * 
1,29 / 1,79 
1,49 * 
1,34 / 1,76 
S-Ketamin 
(1 µg/ml│5 µg/ml│10 µg/ml) 
1,01 
0,63 / 1,29 
1,19 
0,78 / 1,51 
1,21 
0,64 / 1,61 
Thiopental 
(1 mg/ml│5 mg/ml│10 mg/ml) 
1,24 * 
1,01 / 1,58 
1,69 * 
1,28 / 1,89 
1,42 * 
1,09  / 1,83 
Fentanyl 
(10 ng/ml│50 ng/ml│100 ng/ml) 
1,16 
0,76 / 1,77 
1,78 * 
1,27 / 1,98 
1,73 * 
1,07 / 2,07 
Remifentanil 
(15 ng/ml│75 ng/ml│150 ng/ml) 
1,05 * 
0,80 / 1,31 
1,07 * 
0,89 / 1,30 
1,14 * 
0,82 / 1,58 
Sufentanil 
(1 ng/ml│5 ng/ml│10 ng/ml) 
0,86 
0,66 / 1,09 
1,05 
0,77 / 1,48 
1,15 
0,79 / 1,41 
Negativkontrolle 0,79 
0,79 / 0,82 
TABELLE 33 Direkter XTT-Test [Extinktion/Well] nach 6-tägiger Inkubation im Plasma. Es sind Median, 






8.1.11 Aktivität von CYP1A2 (Ethoxyresorufin-Test) im Medium 
 Resorufin [pmol/l] 
Testsubstanz Cmax C5x C10x 
Midazolam 
(300 ng/ml│1500 ng/ml│3000 ng/ml) 
4,17 
2,44 / 6,25 
3,18 
2,18 / 4,41 
2,71 
1,90 / 4,35 
Propofol 
(2 µg/ml│10 µg/ml│20 µg/ml) 
4,49 * 
3,97 / 5,97 
4,41 * 
3,01 / 5,06 
3,06 
2,46 / 4,58 
S-Ketamin 
(1 µg/ml│5 µg/ml│10 µg/ml) 
1,35 * 
1,00 / 2,13 
1,74 * 
1,50 / 1,94 
1,74 * 
1,50 / 2,19 
Thiopental 
(1 mg/ml│5 mg/ml│10 mg/ml) 
5,72 * 
3,82 / 6,69 
4,74 * 
3,63 / 6,31 
4,44 * 
3,30 / 5,24 
Fentanyl 
(10 ng/ml│50 ng/ml│100 ng/ml) 
3,07 
2,54 / 3,94 
2,75 * 
1,52 / 3,32 
2,55 * 
1,52 / 3,41 
Remifentanil 
(15 ng/ml│75 ng/ml│150 ng/ml) 
2,71 * 
1,25 / 3,11 
2,17 * 
1,36 / 2,77 
2,18 * 
1,20 / 3,36 
Sufentanil 
(1 ng/ml│5 ng/ml│10 ng/ml) 
3,30 
2,73 / 3,75 
3,08 




2,29 / 4,22 
TABELLE 34 Resorufinkonzentration nach 6-tägiger Inkubation im Medium. Es sind Median, 25/75 
Perzentil sowie * p<0,05 gegenüber Negativkontrolle dargestellt.  
 
8.1.12 Aktivität von CYP1A2 (Ethoxyresorufin-Test) im Plasma 
 Resorufin [pmol/l] 
Testsubstanz Cmax C5x C10x 
Midazolam 
(300 ng/ml│1500 ng/ml│3000 ng/ml) 
1,66 * 
1,69 / 3,54 
1,68 * 
1,69 / 3,37 
1,61 * 
1,66 / 3,16 
Propofol 
(2 µg/ml│10 µg/ml│20 µg/ml) 
1,73 * 
1,12 / 3,17 
2,44 * 
1,28 / 3,57 
2,36 * 
1,34 / 3,28 
S-Ketamin 
(1 µg/ml│5 µg/ml│10 µg/ml) 
1,63 * 
1,43 / 2,35 
1,67 * 
1,42 / 2,42 
1,87 * 
1,61 / 2,17 
Thiopental 
(1 mg/ml│5 mg/ml│10 mg/ml) 
3,27 
2,69 / 3,52 
3,20 
2,47 / 3,93 
3,48 * 
2,95 / 4,59 
Fentanyl 
(10 ng/ml│50 ng/ml│100 ng/ml) 
1,02 * 
0,66 / 1,78 
1,22 * 
0,77 / 1,87 
1,49 * 
0,80 / 1,91 
Remifentanil 
(15 ng/ml│75 ng/ml│150 ng/ml) 
1,64 * 
1,11 / 1,85 
1,74 * 
0,75 / 1,94 
1,72 * 
0,71 / 2,13 
Sufentanil 
(1 ng/ml│5 ng/ml│10 ng/ml) 
2,21 * 
2,06 / 2,59 
2,59 
2,15 / 2,77 
3,01 
2,29 / 3,32 
Negativkontrolle 2,98 
2,25 / 4,19 
TABELLE 35 Resorufinkonzentration nach 6-tägiger Inkubation im Plasma. Es sind Median, 25/75 
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